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Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est un désordre endocrinien répandu chez 
les femmes en âge de procréer. Il est caractérisé notamment par une dysfonction ovarienne, 
un risque augmenté de développer une résistance à l’insuline ou un diabète de type 2, ainsi 
que par l’hyperandrogénie. Notre laboratoire a émis l’hypothèse que la lipotoxicité pourrait 
expliquer les caractéristiques cliniques, et plus particulièrement la surproduction 
d’androgènes, des femmes SOPK. Afin de mieux comprendre les mécanismes reliant la 
lipotoxicité et le SOPK, les objectifs du premier volet de l’étude étaient de comparer entre 
les femmes ayant des niveaux bas vs élevés de lipides dans leur environnement intra-
ovarien : les mesures anthropométriques, la production de testostérone et le ratio 
estradiol/progestérone du liquide folliculaire, l’activation des PKC et des médiateurs de la 
signalisation de l’insuline dans les cellules de la granulosa, ainsi que les issues de fertilité. 
Le second volet de l’étude avait comme objectif d’évaluer dans 2 modèles de cellules 
surrénaliennes humaines l’impact des lipides sur la production d’androgènes, la 
phosphorylation des médiateurs de l’insuline et l’expression des enzymes de la 
stéroidogénèse. Ainsi, nos résultats n’ont pas démontré de différence entre les femmes ayant 
peu (< 50e percentile) vs beaucoup (≥ 50e percentile) de lipides dans leur liquide folliculaire 
quant aux mesures anthropométriques, aux issues de fertilité et à l’expression des PKC α, ε, 
δ, d’Akt, de JNK et de p38 dans les cellules de la granulosa. Par ailleurs, les femmes avec 
des niveaux élevés de lipides dans leurs ovaires avaient une production de testostérone 
augmentée ainsi qu’un ratio estradiol/progestérone supérieur (0,023 [0,014-0,030] vs 0,039 
[0,026-0,050]. P = 0,009). Sous stimulation à la forskolin (Fsk), les cellules humaines de la 
lignée NCI-H295R exposées à 200 μM de l’acide gras oléate avaient une production de 
DHEA augmentée par rapport à celles non exposées (augmentation de 149,1% ± 10,3%. P = 
0,0007), ce qui a aussi été obtenu chez des cellules surrénaliennes humaines en culture 
primaire d’individus de moins de 50 ans. Dans la lignée cellulaire, nous avons également 
remarqué que les cellules cultivées dans un milieu lipotoxique présentaient une diminution 
de l’activation de ERK1/2 (à 82,5% ± 23,8%. P = 0,002) et une augmentation de l’expression 
génique des cofacteurs cytochrome b5 et POR de la P450c17. En somme, les résultats de 
l’étude suggèrent que les AGNE peuvent affecter la production des hormones sexuelles en 
perturbant la signalisation de la voie d’ERK1/2 et en augmentant l’expression des principaux 
cofacteurs de la P450c17. 
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Le contenu de ce mémoire portera sur l’impact de la lipotoxicité intra-ovarienne et 
surrénalienne dans l’hyperandrogénisme caractérisant les femmes atteintes du syndrome des 
ovaires polykystiques (SOPK), puisque notre laboratoire a émis l’hypothèse que cette 
lipotoxicité pourrait jouer un rôle de premier plan dans la surproduction d’androgènes et la 
diminution de la fertilité de ces patientes.  
 
Afin de mieux comprendre les mécanismes derrière les dérèglements de la stéroidogénèse, 2 
projets de recherche distincts seront présentés dans ce texte. Le premier portera sur la 
comparaison des paramètres anthropométriques, de la production hormonale ainsi que de la 
signalisation cellulaire de femmes en processus de fécondation in vitro (FIV) ayant des 
niveaux bas vs élevés de lipides dans leur environnement intra-ovarien, soit leur liquide 
folliculaire. Le second projet s’intéressera quant à lui à l’effet des lipides sur la production 
d’androgènes et sur la signalisation de l’insuline dans des modèles in vitro, soit la lignée 
cellulaire NCI-H295R ainsi que des cellules surrénaliennes humaines en culture primaire.  
 
Avant de présenter les résultats obtenus dans le cadre de ces 2 projets de recherche, une 
introduction détaillera les concepts clés derrière mon sujet de maîtrise. De plus, les méthodes 
employées pour répondre aux objectifs seront expliquées et les résultats seront discutés suite 
à leur présentation dans la section prévue à cet effet. Ce mémoire se terminera par une 













1.1 Syndrome des ovaires polykystiques 
 
1.1.1 Caractéristiques cliniques du SOPK 
 
Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est un problème d’ordre endocrinien qui a 
été décrit dans la littérature pour la première fois par des médecins américains en 1935 (Stein 
et al. 1935). Depuis, ce sujet a attiré l’attention de nombreux chercheurs qui ont voulu 
comprendre la pathophysiologie derrière ce syndrome et qui ont tenté d’établir des critères 
diagnostiques uniformes au sein de la communauté médicale. Parmi les plus utilisés, nous 
retrouvons les critères du National Institutes of Health (NIH), ceux de Rotterdam ainsi que 
les critères de l’Androgen Excess and PCOS Society (AE-PCOS) présentés dans le tableau 
ci-dessous (Bulent Okan Yildiz et al. 2012). À noter que ces 3 définitions requièrent 
l’exclusion de diagnostics pouvant causer des signes ou symptômes semblables au SOPK. 
 




Définition du SOPK 
NIH 1990 Présence des critères suivants :  
- Hyperandrogénie clinique ou biochimique 
- Anovulation chronique 
Rotterdam 2004 Présence de 2 des critères suivants :  
- Hyperandrogénie clinique ou biochimique 
- Oligo-anovulation chronique 
- Ovaires polykystiques visualisés à l’échographie 
AE-PCOS 2006 Présence d’hyperandrogénie clinique ou biochimique 
associée à un des critères suivants :  
- Oligo-anovulation chronique 
- Ovaires polykystiques visualisés à l’échographie 
 
Ces différents critères peuvent entrainer de la confusion chez les scientifiques, puisque leur 






d’évaluer entre-autre la prévalence du SOPK, puisque celle-ci tend à changer selon les 
définitions utilisées. En fait, en étudiant la même population majoritairement caucasienne, la 
prévalence varie entre 6,1% (NIH), 15,3% (AE-PCOS) et 19,9% (Rotterdam) (Yildiz et al. 
2012).  
 
La lecture des différentes définitions du SOPK peut nous renseigner sur les principales 
caractéristiques cliniques de ce syndrome. En fait, l’hyperandrogénisme est le critère le plus 
répandu et peut se présenter sous la forme clinique ou biochimique. L’hyperandrogénie 
clinique comprend différentes manifestations, telles l’hirsutisme, l’acné, l’alopécie ou la 
dermite séborrhéique (Escobar-Morreale 2018). L’étiologie biochimique est habituellement 
diagnostiquée lorsque les niveaux de testostérone libre sont augmentés. Puisqu’il a été 
démontré que le dosage d’autres androgènes comme l’androstènedione ou le DHEAS était 
peu utile étant donné qu’un nombre restreint de femmes avaient des niveaux de testostérone 
libre normaux tout en ayant une augmentation de ces androgènes, ceux-ci ne sont pas 
toujours dosés lorsque vient le moment d’établir un diagnostic (Escobar-Morreale 2018). Par 
ailleurs, il est intéressant de savoir que l’hyperandrogénie chez les femmes SOPK provient 
de 2 organes producteurs d’androgènes, soit la glande surrénale qui est responsable de 40% 
de l’hyperproduction, et de l’ovaire qui produit le 60% restant (Cedars et al. 1992). De ce 
fait, il est pertinent d’étudier ces 2 environnements dans des projets de recherche lorsqu’on 
s’intéresse à l’augmentation des androgènes circulants chez les patientes atteintes du SOPK. 
Les particularités de la stéroïdogenèse dans ces organes seront discutées dans les sections 
suivantes.  
 
Le SOPK peut également être associé avec des troubles au niveau de la fonction 
reproductrice. En fait, en plus d’avoir une prévalence augmentée d’aménorrhée dans cette 
population, ce syndrome est la cause principale d’infertilité anovulatoire chez les femmes en 
âge de procréer (Escobar-Morreale 2018; McCartney et al. 2016). Par ailleurs, cette 
dysfonction ovulatoire rend les patientes plus à risque de développer une hyperplasie 







Une autre caractéristique importante associée au SOPK est le risque augmenté de développer 
une résistance à l’insuline ou un diabète de type 2 (Ben-Haroush et al. 2004). Par contre, la 
prévalence de résistance à l’insuline varie de manière importante selon le phénotype du 
SOPK. Il semble que cette dysfonction métabolique soit plus présente chez les femmes ayant 
le syndrome classique (selon les critères du NIH ou AE-PCOS) en comparaison avec celles 
présentant un phénotype normoandrogénique (Moghetti et al. 2013). Un élément pouvant 
aggraver la résistance à l’insuline ou les autres manifestations du SOPK est la présence 
d’obésité chez les patientes, qui est présente chez beaucoup d’entre-elles. En effet, aux États-
Unis, une étude a révélé que plus de 50% des femmes SOPK étaient en surpoids ou obèses 
au moment de leur diagnostic (Yildiz et al. 2008). En plus des problèmes métaboliques 
causés par l’obésité tels la résistance à l’insuline, le diabète de type 2 ou la dyslipidémie, il 
a été démontré que les patientes SOPK obèses présentaient davantage d’hirsutisme, de 
troubles menstruels et d’anovulation que les femmes SOPK ayant un poids normal 
(Diamanti-Kandarakis 2007). De manière intéressante, celles qui perdent du poids 
parviennent à diminuer leurs troubles menstruels et à augmenter la fréquence de leur 
ovulation, ce qui serait causé par la baisse des niveaux circulants des androgènes DHEAS, 
androstènedione et testostérone (Martínez-Bermejo et al. 2007). 
 
1.1.2 Causes possibles du SOPK 
 
Depuis la première description du syndrome, plusieurs hypothèses ont été mises de l’avant 
afin d’expliquer les mécanismes menant au développement du SOPK. Tout d’abord, puisque 
cette condition peut être associée à une augmentation de la relâche de l’hormone 
gonadolibérine (GnRH) provenant de l’hypothalamus, il a été proposé que cette dysfonction 
causerait une augmentation de l’hormone lutéinisante (LH) et une diminution de l’hormone 
folliculo-stimulante (FSH), ce qui serait responsable de l’hyperandrogénisme et des troubles 
ovulatoires (Stein et al. 1935; McCartney et al. 2016). Par contre, plusieurs femmes avec le 
SOPK ne présentent pas d’augmentation du ratio LH sur FSH, surtout les femmes obèses 
(Al-Jefout et al. 2017). D’autres chercheurs ont plutôt avancé la théorie que ce serait 
directement la résistance à l’insuline des femmes SOPK qui serait à la base du 






récepteur de l’insuline dans les cellules musculaires et le tissu adipeux (Bednarska et al. 
2017). Par contre, comme discuté plus tôt, ce ne sont pas toutes les femmes SOPK qui 
développent de la résistance à l’insuline, et vice-versa, de sorte qu’il est peu probable que ce 
soit le facteur principal causant la survenue de cette condition. De plus, certains auteurs ont 
évoqué la possible implication de plusieurs gènes dans le développement du SOPK, tels ceux 
codant pour des récepteurs aux gonadotropines, FSH-β et le récepteur à l’insuline 
(McCartney et al. 2016).  
 
Notre laboratoire a également proposé une hypothèse concernant les facteurs impliqués dans 
le SOPK. Nous sommes d’avis que ce serait plutôt la lipotoxicité, soit la somme des 
conséquences cellulaires toxiques résultant d’une surexposition ou d’un excès d’effet des 
AGNE au niveau des tissus non-adipeux qui serait responsable des caractéristiques cliniques 
de cette dysfonction endocrinienne. Cette théorie s’appuie sur les résultats de nombreuses 
études qui démontrent entre autre que la production d’androgènes est augmentée suite à une 
hausse des niveaux de lipides circulants et de la lipotoxicité (Mai et al. 2006, 2008). La 
lipotoxicité ainsi que ses impacts sur la production d’androgènes et la signalisation de 
l’insuline seront abordés plus en détail dans les sections suivantes.  
 
 
1.2 Stéroidogénèse  
 
Afin de mieux comprendre les mécanismes pouvant influencer la production des différents 
stéroïdes impliqués dans mon projet de maîtrise, un survol des étapes importantes de la 
stéroidogénèse de la glande surrénale et de l’ovaire sera faite dans cette présente section.  
 
1.2.1 Axe corticotrope et stéroidogénèse surrénalienne 
 
La glande surrénale est constituée d’une partie interne, la médulla, ainsi que d’une partie 
externe, soit le cortex. La médulla est responsable de la production de catécholamines tandis 
que le cortex, qu’on peut diviser en 3 couches, synthétise les minéralocorticoides (zone 






fasciculée) (Gallo-Payet et al. 2014). Pour les besoins de ce mémoire, seule la production 
d’androgènes induite par l’ACTH sera abordée dans le texte.  
 
Tout d’abord, l’axe corticotrope débute par la relâche de corticolibérine (CRH) par 
l’hypothalamus dans le système porte hypothalamo-hypophysaire, ce qui mènera à la 
sécrétion de l’hormone corticotrope (ACTH) par les cellules de l’adénohypophyse. Cette 
dernière se produit de manière pulsatile et suit un rythme circadien, de sorte que les niveaux 
d’ACTH varient au cours de la journée (Spiga et al. 2011). Suite à la relâche d’ACTH dans 
la circulation systémique, cette hormone ira se lier à son récepteur MC2, qui fait partie de la 
famille des récepteurs de la mélanocortine, qui sont couplés aux protéines G et agissent par 
l’intermédiaire de l’AMPc (Gallo-Payet 2016). La liaison de l’ACTH et l’activation 
subséquente de la protéine kinase A (PKA) sont responsables de la mobilisation du 
cholestérol à partir des gouttelettes lipidiques (Gallo-Payet 2016). Ce cholestérol peut 
provenir de 2 sources distinctes, c’est-à-dire qu’il peut être synthétisé de manière endogène 
par l’enzyme hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMG-CoA réductase) ou être livré par 
l’intermédiaire des lipoprotéines LDL (Baptiste et al. 2010). Le cholestérol est ensuite 
transféré de la membrane mitochondriale externe vers la membrane mitochondriale interne 
via l’action de la protéine régulatrice du transport intra-mitochondrial du cholestérol (StAR), 
ce qui est considéré comme étant l’étape limitante de la stéroïdogenèse (Stocco 2000). Celle-
ci fait partie d’un complexe avec la protéine translocatrice peripheral-type benzodiazepine 
receptor (TSPO), de sorte que les 2 composantes sont cruciales pour la production 
d’androgènes de la part des cellules réticulées et fasciculées (Rone et al. 2009). Une fois à 
l’intérieur de la mitochondrie, la P450scc pourra convertir le cholestérol en pregnénolone, 
qui sera par la suite redirigé vers le réticulum endoplasmique afin d’être transformé par 
différentes enzymes, tel que schématisé à la figure 1. À noter que les glandes surrénales 
produisent principalement du DHEA et du DHEAS, puisque l’enzyme 3β-HSD est peu 
exprimée dans la zone réticulée (Nakamura et al. 2011). Par ailleurs, ces androgènes formés 
par les surrénales n’exercent pas de rétroaction négative sur la relâche de l’ACTH par 
l’hypothalamus, contrairement au cortisol, de sorte que leurs niveaux sont peu régulés 









Figure 1 : Schématisation de l’androgénèse de la glande surrénale 
Le cholestérol est transféré à l’intérieur de la mitochondrie par la protéine StAR pour y être 
ensuite transformé en pregnénolone. Ce précurseur est transporté vers le réticulum 
endoplasmique afin de former les stéroïdes présentés dans le schéma.  
Adapté de Baptiste et al. 2010.  
 
 
1.2.2 Description de la P450c17 et de sa régulation 
 
La protéine P450c17, codée par le gène CYP17A1, joue un rôle central dans la production 
d’androgènes. Celle-ci possède 2 activités qui vont permettre de guider la stéroidogénèse, 
soit la 17α-hydroxylase et la 17,20-lyase. La première permet la transformation de la 
pregnénolone en 17OH-pregnénolone et de la progestérone en 17OH-progestérone, 
respectivement. Une forte expression de cette activité 17α-hydroxylase favorise la 
production de corticostéroïdes, comme c’est le cas dans la zone fasciculée du cortex 
surrénalien (Ishimura et al. 1997). L’activité 17,20-lyase de la P450c17 est quant à elle 
fortement exprimée dans la zone réticulée, ce qui en fait la couche principale de production 
de DHEA et d’androstènedione dans la surrénale et se charge de la transformation de la 
17OH-pregnénolone en DHEA et de la 17OH-progestérone en androstènedione. Comme il 
en sera question dans la section 1.2.4, les 2 activités de cette protéine sont également 
exprimées dans les cellules thécales de l’ovaire afin d’y permettre la production 
d’androgènes. Par ailleurs, la régulation de l’activité de la P450c17 se fait principalement 






P450 oxydoréductase (POR), le cytochrome b5 et la phosphorylation en sérine/thréonine de 
la P450c17.  
 
L’augmentation de l’activité 17,20-lyase se fait suite au transfert par la P450oxydoréductase 
(POR) de 2 électrons sur la P450c17. La protéine POR, présente au niveau du réticulum 
endoplasmique, contient un domaine lié à la flavine adénine dinucléotide (FAD) qui est 
séparé d’un domaine lié à la flavine mononucléotide (FMN) par une région charnière flexible 
(Miller et al. 2014). Le domaine FAD peut recevoir 2 électrons issus de la réduction du 
NADPH en NADP+, ce qui résulte en un changement conformationnel de la région charnière 
de POR. Ceci permet le rapprochement des domaines FAD et FMN, de sorte que les électrons 
sont transférés vers cette dernière partie de la protéine. Ensuite, POR reprend sa 
conformation initiale, ce qui permet l’interaction du domaine FMN avec la P450c17 afin de 
transférer les 2 électrons vers son groupement hème, ce qui provoquera la séparation du 
complexe POR-P450c17 et son activation (Miller et al. 2014).  
 
Le cytochrome b5 a également un rôle à jouer dans la régulation de l’activité 17,20-lyase de 
la P450c17. Tout comme POR, il est présent dans les glandes surrénales et dans les gonades 
afin d’augmenter l’activité 17,20-lyase et la production d’androgènes. Ce cytochrome est 
responsable de faciliter l’interaction entre la protéine POR et la P450c17 pour que les 2 
électrons puissent être transférés (Miller et al. 2014). L’absence du cytochrome b5 peut avoir 
des conséquences importantes sur l’androgénèse. En fait, il a été prouvé que des mutations 
du cytochrome b5 pouvaient entrainer une diminution de l’activité 17,20-lyase chez l’humain 
(Giordano et al. 1994). 
 
Le dernier facteur pouvant influencer l’activité 17,20-lyase de la P450c17 est sa 
phosphorylation en sérine/thréonine. Peu d’éléments sont connus sur les kinases impliquées 
dans la phosphorylation de cette protéine, outre le fait que ce serait des kinases dépendantes 
de l’AMPc (Miller et al. 2014). Comme le cytochrome b5, la phosphorylation en 
sérine/thréonine augmente l’activité 17,20-lyase en favorisant l’interaction entre POR et la 






indépendamment l’un de l’autre et leur impact n’est pas additif, comme il a été démontré 
dans une étude publiée en 2005 (Pandey et al. 2005).  
 
 
1.2.3 Anatomie de l’ovaire et axe hypothalamo-hypophyso-gonadique  
 
Le second organe producteur d’hormones important pour mon projet de maîtrise est l’ovaire. 
Ce dernier possède également une médulla en son centre, qui contient les vaisseaux sanguins 
ovariens, ainsi qu’un cortex au niveau de la partie externe de l’ovaire où l’on retrouve les 
follicules (White et al. 2019). Ceux-ci sont d’une grande importance, puisqu’ils possèdent 
des fonctions reproductrices et endocriniennes, comme il en sera question à la section 1.2.4. 
Les follicules ovariens matures sont formés de plusieurs types cellulaires qui ont des rôles 
bien distincts. Autour de ceux-ci, on retrouve les cellules thécales dérivées des cellules 
stromales ovariennes, qui sont responsables de la production d’androgènes et expriment les 
mêmes enzymes que les cellules réticulées de la glande surrénales. Les follicules contiennent 
aussi plusieurs couches de cellules de la granulosa qui entourent l’ovocyte et forment avec 
celui-ci le complexe cumulus-ovocyte. Les rôles de ces cellules sont de produire des 
estrogènes à partir des androgènes synthétisés par les cellules thécales et aussi de former le 
corps jaune suite à l’ovulation, tel qu’expliqué ci-dessous (Williams et al. 2000). Au centre 
des follicules ovariens, on retrouve un milieu nommé liquide folliculaire, qui contient toutes 
les hormones sécrétées par les cellules stéroïdogènes qui sont nécessaires au bon 








Figure 2 : Morphologie d’un follicule ovarien 
Les follicules présents dans le cortex ovarien sont composés des cellules thécales 
productrices d’androgènes, des cellules de la granulosa qui synthétisent les estrogènes, du 
liquide folliculaire ainsi que de l’ovocyte qui sera expulsé lors de l’ovulation. Ces différents 




Afin de mieux saisir les médiateurs impliqués dans la production des stéroïdes dans l’ovaire, 
un rappel de l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique sera fait dans les prochains 
paragraphes.  
 
Sécrétée par l’hypothalamus, la GnRH est responsable de la régulation de l’axe 
hypothalamo-hypophyso-gonadique en induisant la sécrétion de LH et de FSH par les 
cellules gonadotropes de l’adénohypophyse. Cette modulation se fait entre autre à cause du 
caractère pulsatile de la sécrétion de GnRH. En fait, elle stimule la relâche de LH par des 
pulses rapides, tandis que la FSH est favorisée par des pulses avec des longs intervalles 
(White et al. 2019). La sécrétion de LH et de FSH mènera à la synthèse de la progestérone, 
des androgènes et des estrogènes par les cellules ovariennes et ces hormones pourront par la 
suite réguler les niveaux de GnRH, LH et de FSH, comme il en sera question ci-dessous lors 








Figure 3 : Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique et sa régulation par les hormones 
ovariennes  
La production d’hormones ovariennes (progestérone, androgènes et estrogènes) débute par 
la relâche de GnRH de l’hypothalamus dans le système porte hypothalamo-hypophysaire. 
Elle induira la relâche de LH et de FSH par l’adénohypophyse, qui iront stimuler les cellules 
thécales et de la granulosa de l’ovaire à produire les hormones décrites plus haut. Selon leur 
concentration dans la circulation systémique, la progestérone et les estrogènes seront ensuite 
en mesure de réguler positivement ou négativement la sécrétion de GnRH, LH et FSH.  
Adapté de White et al. 2019.  
 
 
1.2.4 Stéroïdogenèse ovarienne 
 
Les interactions entre les différentes hormones présentes dans l’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique sont bien illustrées dans le cycle menstruel de la femme en âge de 
procréer. Tout d’abord, lorsqu’il n’y a pas de fécondation, ce cycle débute avec la régression 
du corps jaune, dont la formation sera expliqué ci-après, par l’absence de sécrétion de β-hCG 
de la part de l’ovule fécondé (White et al. 2019). La β-hCG est un analogue de la LH et 
permet la survie du corps jaune en cas de fécondation. Cette régression entrainera la 
diminution des niveaux de progestérone, d’estradiol et d’inhibine A, un répresseur de la FSH. 






pourront croitre sous l’action des gonadotropines. À ce moment, les follicules commencent 
à sécréter de petites quantités d’estrogènes, ce qui exerce une rétroaction négative sur la FSH 
de l’adénohypophyse. La diminution des taux sanguins de FSH cause l’atrésie, donc 
l’apoptose, des follicules recrutés, en épargnant celui qui possède le meilleur apport sanguin 
et le plus grand nombre de récepteurs à la FSH (White et al. 2019). Ce sera le follicule 
dominant du cycle qui produira des quantités importantes d’estrogènes. Aussi, à ce moment 
du cycle, la FSH permet d’induire l’expression des récepteurs à la LH dans les cellules de la 
granulosa de ce follicule. 
 
La grande concentration d’estrogènes présente durant environ 2 jours causera une rétroaction 
positive sur l’adénohypophyse, ce qui provoquera le pic de LH nécessaire à l’ovulation. Il 
permet ainsi à l’ovule de compléter la méiose I et de s’arrêter en métaphase II (MII) ainsi 
que la formation du bris de la paroi du follicule pour que l’ovule puisse être relâché vers la 
trompe de Fallope (White et al. 2019).  
 
Après l’ovulation, les cellules de la granulosa deviennent un corps jaune qui sert à produire 
de grandes quantités progestérone ainsi que de petites quantités d’estrogènes, ce qui est 
essentiel pour permettre le maintien d’une grossesse jusqu’à ce que le placenta soit en mesure 
de produire à son tour de la progestérone (White et al. 2019). Les hormones ovariennes 
sécrétées par le corps jaune font ensuite une rétroaction négative sur les niveaux de GnRH, 
LH et de FSH. Puisque les gonadotrophines redeviennent à un niveau basal, le corps jaune 
finira par régresser, à moins qu’il soit maintenu par la β-hCG. Le cycle recommence alors 
avec la sécrétion de FSH par l’adénohypophyse.  
 
Comme mentionné, les principales hormones produites par l’ovaire sont la progestérone, les 
androgènes ainsi que les estrogènes. Les cellules thécales productrices d’androgènes et les 
cellules de la granulosa qui synthétisent majoritairement les estrogènes sont influencées par 
la LH et la FSH relâchées par l’adénohypophyse. En fait, tel que schématisé à la figure 4, la 
LH permet aux cellules thécales d’induire l’expression du récepteur à LDL afin de capter le 
cholestérol et aussi d’augmenter l’expression des enzymes impliquées dans la 






cellules réticulées. Contrairement aux cellules surrénaliennes, elles produisent 
principalement de l’androstènedione et un peu de testostérone (White et al. 2019). Chez les 
femmes, ces androgènes ne sont pas impliqués dans la régulation négative des 
gonadotropines, de sorte que leur concentration peut atteindre des niveaux importants en cas 
de dysfonction de l’androgenèse (Baptiste et al. 2010).  
 
L’androstènedione (et faiblement la testostérone) produites par les cellules thécales peuvent 
diffuser vers les cellules de la granulosa adjacentes, où ils seront transformés en estrogènes 
sous l’action de l’aromatase. L’expression génique de l’aromatase ainsi que son activité 
enzymatique est induite par la liaison de la FSH à son récepteur sur les cellules de la 
granulosa (White et al. 2019). Puisque ce type cellulaire n’exprime pas la P450c17, la 
production d’androgènes par les cellules thécales est nécessaire afin que les cellules de la 
granulosa puissent synthétiser des estrogènes (Hannon et al. 2015). Par ailleurs, dans les 
cellules de la granulosa du follicule dominant, la FSH permet d’induire l’expression du 
récepteur à la LH afin qu’elles puissent répondre au pic de LH. Ceci permettra également 
l’inhibition de l’expression de l’aromatase suite à l’ovulation et la production de 
progestérone par le corps jaune (White et al. 2019). 
 
 
Figure 4 : Schématisation de la stéroidogenèse des cellules thécales et des cellules de la 
granulosa 
La liaison de la LH à son récepteur sur les cellules thécales provoque l’augmentation de 






promouvoir la captation du cholestérol. Les androgènes produits diffusent vers les cellules 
de la granulosa adjacentes afin d’être transformés en estrogènes sous l’action de l’aromatase, 
dont l’expression est induite par la FSH. Les cellules de la granulosa du follicule dominant 
expriment aussi le récepteur à la LH pour produire la progestérone suite à l’ovulation.  
Informations tirées de White et al. 2019.  
 
 
1.2.5 Stéroïdes retrouvés dans le liquide folliculaire  
 
Les différentes hormones relâchées par les cellules ovariennes peuvent être retrouvées dans 
le milieu autour du follicule, soit le liquide folliculaire. Il s’agit d’un produit de filtration qui 
se forme suite au passage du sang à travers la barrière formée par le follicule et qui contient 
les stéroïdes produits par les cellules thécales et les cellules de la granulosa (Revelli et al. 
2009). Sa composition est donc importante pour le bon développement du follicule et son 
analyse peut nous renseigner sur le micro-environnement retrouvé dans l’ovaire.  
 
En fait, plusieurs hormones produites par les cellules ovariennes peuvent être mesurées dans 
le liquide folliculaire afin d’évaluer le bon fonctionnement des cellules thécales et des 
cellules de la granulosa. Par contre, puisque le prélèvement de ce liquide est invasif et 
requiert une ponction d’ovules faite sous la supervision d’un médecin gynécologue, cette 
procédure est principalement faite dans le cadre d’une fécondation in vitro (FIV). Cette 
intervention sera expliquée dans la section 1.3.  
 
Si le liquide folliculaire est récupéré, il est possible d’y doser entre autres la progestérone, 
les estrogènes et les androgènes. Il est connu que les niveaux élevés d’estradiol dans le 
liquide folliculaire sont associés à une bonne croissance des cellules contenues dans le 
follicule et qu’ils promeuvent la maturation cytoplasmique de l’ovocyte (Tesarik et al. 1997; 
Revelli et al. 2009). Au contraire, des hauts taux de progestérone ont, de leur côté, été 
associés à des ovocytes dont la fécondation s’est déroulée de façon anormale (Ben-Rafael et 
al. 1987). Dans un même ordre d’idée, le ratio estradiol/progestérone mesuré dans le liquide 
folliculaire peut être utilisé comme marqueur de qualité du follicule. En effet, il a été 
démontré dans de nombreuses études qu’un ratio estradiol/progestérone élevé serait lié à une 






1985; Ben-Rafael et al. 1987; Eyvaznejad et al. 2018). Par contre, quelques résultats 
contradictoires sur ce sujet ont été publiés dans la littérature, de sorte qu’il existe 
probablement un niveau à partir duquel la progestérone a des effets néfastes sur l’ovocyte, 
mais ceci n’a pas été démontré jusqu’à présent (Revelli et al. 2009). Comme mentionné, les 
androgènes peuvent également être dosés dans le liquide folliculaire. Il est connu que des 
niveaux importants de testostérone dans le liquide folliculaire peuvent être associés au 
développement d’ovocytes et d’embryons de moins bonne qualité (Uehara et al. 1985). Par 
ailleurs, il a été décrit qu’un haut ratio entre les mesures de testostérone et d’estradiol est lié 
à davantage d’atrésie et de dysfonction chez les cellules de la granulosa (Costa et al. 2004). 
Finalement, d’autres études ont également démontré que le ratio estradiol/testostérone était 
plus élevé dans les follicules qui allaient parvenir à produire une grossesse (Andersen 1993).  
 
 
1.3 Fécondation in vitro  
 
La section précédente a permis de mettre en relief les concepts physiologiques importants 
que l’on retrouve dans la fécondation in vitro. Les étapes de cette procédure de procréation 
médicalement assistée seront expliquées ci-dessous afin de mieux comprendre dans quel 
contexte sont recrutées les participantes pour ma maîtrise et également pour mieux saisir les 
impacts potentiels de la FIV sur les résultats obtenus dans le cadre de ce projet. À noter que 
plusieurs protocoles différents peuvent être réalisés dans les cliniques de fertilité, mais 
puisque celui qui requiert l’administration d’un antagoniste de la GnRH est le plus utilisé au 
Québec, seul ce dernier sera détaillé dans ce mémoire.  
 
Tout d’abord, le protocole de FIV débute par une hyperstimulation ovarienne qui survient 
suite à l’injection quotidienne d’analogues de la FSH et de la LH. Ceci a pour but d’induire 
un cycle hormonal artificiel et de recruter plusieurs follicules en vue de la ponction d’ovules. 
À ce stade, des échographies transvaginales ainsi que des dosages sanguins d’estradiol et de 
progestérone sont effectués plusieurs fois par semaine afin d’évaluer le nombre et la 
croissance des follicules. Cette étape dure environ 8 jours, mais elle peut varier selon le 







La seconde étape est l’ajout d’un antagoniste de la GnRH, le Cetrotide®, aux autres 
injections quotidiennes lorsque les follicules atteignent un diamètre moyen supérieur à 14 
mm à l’échographie (Maldonado et al. 2013). Ce médicament est important afin d’empêcher 
la survenue du pic de LH et de l’ovulation qui pourrait se produire, étant donné les niveaux 
élevés d’estradiol sanguins. Une ovulation précoce empêcherait la récolte des ovocytes et la 
réalisation de la FIV.  
 
Environ 12 jours après le début du protocole ou lorsqu’au moins 3 follicules ont un diamètre 
supérieur à 17 mm, leur maturation finale est déclenchée par une injection de hCG, un 
analogue de la LH (Maldonado et al. 2013). Les ovules seront ponctionnés 36 h plus tard par 
voie transvaginale sous la supervision d’un gynécologue-obstétricien.  
 
Après la ponction d’ovules, l’embryologiste retire les cellules de la granulosa qui entourent 
les ovules et évalue leur stade de maturation ainsi que leur morphologie. À ce stade, la FIV 
peut se faire de 2 manières : par mise en contact de l’ovule avec les spermatozoides ou par 
l’injection intracytoplasmique de spermatozoides (ICSI). La fécondation est habituellement 
confirmée la journée suivant la ponction d’ovules et si possible, un embryon sera transféré 
dans la cavité utérine 3 ou 5 jours plus tard. Si l’hyperstimulation ovarienne était importante 
et que les niveaux d’hormones, plus particulièrement la progestérone, sont trop élevés au 
moment du prélèvement d’ovules, il est possible que les embryons soient congelés et que le 
transfert se déroule quelques semaines plus tard.  
 
Environ 12 jours suite au transfert d’embryon, un test de grossesse sous la forme d’un dosage 
de hCG sanguin sera réalisé à la clinique de fertilité afin de déterminer le succès ou non de 








Figure 5 : Résumé des étapes d’une FIV utilisant un antagoniste de la GnRH comme 
bloqueur de l’ovulation.  





Tel que décrit dans les sections précédentes, notre laboratoire a émis l’hypothèse que la 
lipotoxicité au sein des tissus non-adipeux pourrait expliquer les caractéristiques cliniques 
du SOPK. Les concepts derrière cette théorie seront discutés ci-dessous.  
 
1.4.1 Métabolisme des acides gras non estérifiés 
 
Les acides gras non estérifés (AGNE) sont des acides carboxyliques qui sont impliqués dans 
de nombreux processus physiologiques. Ils composent notamment les phospholipides des 
membranes cellulaires, servent de seconds messagers et de régulateurs par l’entremise de 
leurs métabolites (DAG, prostaglandines, leucotriènes) et peuvent agir comme substrat 
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énergétique suite à la β oxydation (Moussard 2006). Ces lipides peuvent être séparés en 
AGNE saturés et insaturés selon s’ils possèdent ou non une double liaison. Chez l’humain, 
le principal AGNE saturé circulant est le palmitate, tandis que l’oléate (monoinsaturé) et le 
linoléate (polyinsaturé) sont les formes insaturées majoritairement présentes. Par ailleurs, 
ces 3 métabolites composent plus de 75% des AGNE de la circulation systémique (Carpentier 
et al. 2005). Il est intéressant de constater que l’impact des AGNE sur la tolérance au glucose 
et le développement du diabète de type 2 varie selon leur formulation chimique. En fait, il a 
été démontré que les patients présentant un faible ratio d’AGNE polyinsaturés sur saturés 
ont plus de risque de développer les problèmes métaboliques décrits précédemment 
(Laaksonen et al. 2002).   
 
Les AGNE que l’on retrouve dans la circulation sanguine proviennent majoritairement de 
l’hydrolyse des triglycérides (TG) du tissu adipeux par la lipase hormonosensible (LHS) 
(Frayn 1998). Ceci est initié principalement par la baisse des niveaux d’insuline, mais 
également par l’action des catécholamines (et faiblement du glucagon) qui vont stimuler la 
phosphorylation de la LHS et des protéines qui stabilisent les gouttelettes lipidiques, les 
périlipines (White et al. 2019). En conséquence, une reconfiguration de l’interface 
cytoplasmique de l’adipocyte survient et permet la libération des AGNE et du glycérol, les 
produits d’hydrolyse des TG. Puisque les lipides sont hydrophobes, les AGNE formeront un 
complexe avec l’albumine afin de pouvoir accéder à la circulation systémique et servir de 
source d’énergie (White et al. 2019). Dans un état postprandial et sous l’action de l’insuline, 
le mécanisme inverse se produit, c’est-à-dire que les lipides doivent intégrer le tissu adipeux. 
Pour ce faire, la lipoprotéine lipase (LPL) activée dans le tissu adipeux catalyse l’hydrolyse 
des TG contenus dans les lipoprotéines riches en TG, telles les chylomicrons ou les very-
low-density lipoproteins (VLDL) (Frayn 1998). Les AGNE et le glycérol libérés peuvent 
ainsi intégrer les adipocytes et être réestérifiés en TG afin d’être stockés jusqu’à leur 
utilisation.  
 
À noter qu’en cas de besoin, les AGNE peuvent également être synthétisés à partir de 
l’acétyl-Coa provenant de la glycolyse et du catabolisme protéique. Par contre, comme les 






provenant de l’alimentation et des TG, les réactions conduisant à leur synthèse ne seront pas 
abordées dans ce texte.  
 
La lipotoxicité peut être définie comme étant les conséquences cellulaires toxiques résultant 
d’une surexposition ou d’un excès d’effet des AGNE dans les tissus non adipeux (Carpentier 
2008). Ce phénomène peut survenir lorsque le tissu adipeux agit de manière 
dysfonctionnelle, c’est-à-dire qu’il ne parvient plus à capter les lipides de la circulation 
systémique. De manière logique, ceci peut se produire chez les individus obèses, chez qui il 
a été démontré que la relâche des AGNE du tissu adipeux était plus grande que la demande 
métabolique, provoquant du même coup des concentrations toxiques au niveau des tissus 
non adipeux, tels les muscles, le foie et les ovaires (Koutsari et al. 2006; Engin 2017). De 
plus, un excès d’AGNE peut entraîner la formation de métabolites non oxydatifs, tels les 
diglycérides (DAG) et les céramides, dont les conséquences sur la signalisation cellulaire 
seront décrites ci-dessous.  
 
Par ailleurs, il est important de savoir que la lipotoxicité peut aussi survenir chez les sujets 
non obèses. En fait, une étude publiée dans PloS One en 2014 a été réalisée chez 17 patients 
non obèses prédisposés au diabète de type 2 et les auteurs ont remarqué que ces sujets avaient 
davantage de dysfonction de leur tissu adipeux (sous la forme d’hypertrophie adipocytaire) 
en comparaison avec les individus contrôles (Henninger et al. 2014). Dans ce sens, il est 
possible d’affirmer que la lipotoxicité n’est pas uniquement causée par une surcharge de 
lipides au niveau du tissu adipeux, mais plutôt par une certaine susceptibilité à ce que ce tissu 
soit dysfonctionnel, ce qui pourrait expliquer pourquoi certaines femmes SOPK non obèses 
développent le syndrome.  
 
1.4.2 Impact des AGNE et de leurs métabolites sur la signalisation cellulaire  
 
Comme mentionné, les AGNE peuvent avoir plusieurs conséquences néfastes sur les 
processus cellulaires de par leur habileté à modifier plusieurs voies de signalisation. 
Premièrement, de nombreuses études ont démontré que les AGNE et leurs métabolites (DAG 






l’insuline, en provoquant notamment l’activation des PKC et de JNK (Rhodes 2005; 
Carpentier 2008). Une description plus détaillée des mécanismes impliqués sera faite à la 
section 1.5.2, suite à l’explication de la signalisation de l’insuline et des voies associées.  
 
Il semble aussi que les AGNE, et plus particulièrement ceux saturés, soient en mesure 
d’activer les récepteurs toll-like (TLR) et d’induire des mécanismes inflammatoires au 
niveau de la cellule (Lee et al. 2006). Ces derniers font partie d’une classe de récepteurs de 
reconnaissance de motifs moléculaires (pattern recognition receptors) qui ont pour fonction 
d’activer le système immunitaire innée en vue de produire des cytokines et chimiokines (Nie 
et al. 2018). Ce rôle serait médié entre autre par l’activation de JNK et de IκK β par les TLR 
(Carpentier 2008). Dans le même ordre d’idée, il a été démontré qu’une exposition au 
palmitate pouvait induire une résistance à l’insuline dans des myotubes et des cellules 
musculaires de souris par l’activation de PKC, JNK et de IκK β par les TLR (Senn 2006; 
Kim et al. 2007). Ces protéines peuvent à leur tour mener à la production de cytokines pro-
inflammatoires, telles IL-6 et TNF-α, qui sont connues pour phosphoryler en sérine la 
protéine IRS-1 impliquée dans la signalisation de l’insuline (Hotamisligil et al. 1996; 
Carpentier 2008). 
 
Un autre mécanisme par lequel les AGNE peuvent causer de la lipotoxicité est par leur 
capacité de former des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Il a été proposé que ces 
composés chimiques soient formés entre autre suite à une exposition accrue aux AGNE, qui 
peuvent également causer une dysfonction mitochondriale et une réduction de la capacité 
oxydative (Carpentier 2008). La production de ROS peut aussi induire l’activation de la voie 
de signalisation de JNK, ce qui mènera à la relâche du cytochrome C et au clivage de la 
caspase 3 en vue de provoquer la mort cellulaire par apoptose et par nécrose (Kamata et al. 
2005).  
 
1.4.3 Lipotoxicité et surproduction d’androgènes 
 
Comme mentionné, plusieurs évidences suggèrent que l’hyperproduction d’androgènes 






laboratoire s’est penché sur l’impact in vitro d’une exposition au palmitate durant 48 h chez 
des cellules surrénaliennes bovines en culture primaire. Nous avons pu démontrer que les 
cellules cultivées dans un milieu lipotoxique en présence de forskolin (Fsk) avait une 
production de DHEA supérieure de 69 % par rapport aux cellules exposées à la Fsk 
seulement (Bellanger et al. 2012).  
 
Dans une autre étude, nous avons investigué plusieurs paramètres liés à l’hyperandrogénie 
et à la lipotoxicité dans un modèle de rates JCR:LA, qui sont connues pour développer 
spontanément les caractéristiques cliniques du SOPK. Nos résultats ont démontré que les 
rates du groupe expérimental avaient des niveaux de testostérone 3 fois plus élevés que celles 
du groupe contrôle (Leblanc et al. 2014). De plus, la capture ovarienne d’AGNE des rates 
JCR:LA était 60% plus élevée et était significativement corrélée avec le dosage de 
testostérone circulant, ce qui renforce le lien potentiel entre la surproduction d’androgènes 
et la lipotoxicité ovarienne. Dans le même ordre d’idée, chez des femmes en processus de 
FIV, notre laboratoire a fait la démonstration que les niveaux de testostérone mesurés 
directement dans le liquide folliculaire étaient significativement associés avec les lipides 
(AGNE et TG) de cet environnement intra-ovarien (Gervais et al. 2015).  
 
Le lien entre la lipotoxicité et la production d’androgènes a également été investigué chez 
des femmes SOPK non obèses ayant reçu un traitement à base de rosiglitazone (Baillargeon 
et al. 2004). Après les 6 mois de traitement, les participantes avaient des niveaux de 
testostérone sérique diminués par rapport aux patientes du groupe placebo (3,06 pg/mL vs 
7,26 pg/mL). Ce résultat pourrait être expliqué par le fait que le médicament utilisé, qui fait 
partie de la famille des agonistes des Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
(PPARγ), agit notamment en réduisant le gras hépatique et viscéral ainsi qu’en diminuant 
les AGNE de la circulation systémique par une diminution de la lipolyse (Defronzo 2004). 
En somme, cette étude est parvenue à démontrer qu’une diminution de la lipotoxicité 








Par ailleurs, des études réalisées par d’autres groupes de recherche ont mené à des constats 
similaires. En fait, dans 2 articles publiés dans le Journal of Clinical Endocrinology and 
Metabolism, il a été montré que l’utilisation d’une infusion de lipides/héparine durant 6 h en 
vue d’augmenter les niveaux de lipides circulants chez des hommes et des femmes était 
responsable d’une surproduction de DHEA, et de testostérone chez les femmes, en 
comparaison avec les résultats obtenus suite à l’infusion d’une solution saline (Mai et al. 
2006, 2008). À noter que la testostérone n’avait pas été dosée dans la cohorte d’hommes, ce 
qui explique le manque de données à ce sujet. Finalement, un article publié en 2006 a fait 
état d’une augmentation de la synthèse de testostérone chez des rats mâles nourris avec une 
diète contenant 20 % de matières grasses en comparaison avec ceux ayant une diète faible 
en lipides (5 ou 10 %) (Gromadzka-Ostrowska 2006). L’auteur a également noté une baisse 
des niveaux de globuline liant les hormones sexuelles (SHBG) chez les rats exposés à la diète 
riche en lipides, ce qui peut assurément contribuer à la hausse des androgènes circulants. 
Aussi, il est connu que les AGNE saturés sont capables de diminuer la liaison entre la SHBG 
et les androgènes, puisqu’ils possèdent une affinité supérieure pour la protéine de liaison 
(Street et al. 1989).  
 
 
1.5 Insuline  
 
L’insuline est une hormone anabolique dont le rôle principal est le maintien de niveaux 
normaux de la glycémie. Afin de réguler les taux de glucose sanguin, elle est également 
impliquée dans la synthèse protéique au niveau des muscles ainsi que dans la formation de 
glycogène par le foie (White et al. 2019).  
 
L’insuline est tout d’abord synthétisée sous la forme de préproinsuline dans les cellules β du 
pancréas. Dans le réticulum endoplasmique, ce précurseur est transformé en proinsuline qui 
sera transportée vers l’appareil de Golgi jusqu'aux granules de sécrétion. La proinsuline 
contient à la fois l’insuline, mais également le peptide C qui est situé entre les chaînes α et β 
de l’insuline (White et al. 2019). Dans les granules se trouvent aussi les prohormones 







La sécrétion de l’insuline à partir des cellules β est initiée par la liaison du glucose sanguin 
au transporteur GLUT2, ce qui permettra son entrée dans la cellule pancréatique. Il sera 
ensuite phosphorylé par l’enzyme glucokinase en glucose-6-phosphate (G6P) pour entrer 
dans différentes voies métaboliques, comme la glycolyse. Ceci permettra la formation d’ATP 
et la fermeture du canal K+ sensible à l’ATP, menant ainsi à la dépolarisation de la cellule β  
(White et al. 2019). Cette diminution du voltage intracellulaire entrainera l’ouverture des 
canaux calciques dépendant du voltage et l’augmentation des niveaux de calcium 
intracellulaire, provoquant de ce fait la sécrétion du contenu des granules de sécrétion vers 
la veine porte.  
 
1.5.1 Signalisation de l’insuline 
 
Le récepteur de l’insuline fait partie de la famille des récepteurs à tyrosine kinase. Il s’agit 
d’un tétramère composé de 2 sous-unités α extracellulaires et de 2 sous-unités β à la 
membrane. Suite à la liaison de l’insuline au niveau des sous-unités α, un changement 
conformationnel permettra la stimulation de l’activité tyrosine kinase intrinsèque des sous-
unités β, provoquant ainsi une auto-phosphorylation du récepteur sur 3 de ses résidus 
tyrosine (Hirabara et al. 2012; White et al. 2019). Ces phosphorylations sont essentielles à 
la liaison d’une protéine adaptatrice nommée l’insulin-receptor substrate (IRS), qui se 
décline en 4 isoformes. Celle-ci sera également phosphorylée en tyrosine par le récepteur à 
l’insuline et servira à son tour de protéine adaptatrice. En fait, elle permettra le recrutement 
à la membrane de PI3K et de Grb-2 dont les voies de signalisation associées seront 
expliquées ci-dessous.  
 
Comme décrit à la figure 6, la protéine PI3K est composée de 2 sous-unités, soit d’une sous-
unité catalytique (p110) et d’une régulatrice (p85). Suite à la liaison de p85 à IRS1/2 
phosphorylée en tyrosine présente à la membrane, il y aura activation de la sous-unité 
catalytique de PI3K, résultant en la formation de PIP3 à partir de PIP2. Ceci mènera à 
l’activation de la protéine PDK-1 qui phosphorylera Akt sur des résidus de sa boucle 
d’activation (Hirabara et al. 2012). Les effets métaboliques liés à l’activation d’Akt sont 






membrane au niveau des muscles et du tissu adipeux, la synthèse de glycogène et de 
protéines ainsi que des effets anti-apoptotiques (Hirabara et al. 2012; White et al. 2019).  
 
La voie des MAPK peut également être activée suite à la liaison de l’insuline sur son 
récepteur. En fait, la protéine Shc peut se lier au récepteur à l’insuline phosphorylé et former 
un complexe avec Grb-2. Par contre, comme mentionné plutôt, Grb-2 peut aussi lier les 
protéines adaptatrices IRS. Ensuite, la protéine SOS ira à la membrane pour lier Grb-2, ce 
qui résultera en l’activation de Ras, menant à la phosphorylation et à l’activation de ERK1/2 
(Hirabara et al. 2012). Cette voie de signalisation est importante pour les effets mitogéniques 




Figure 6 : Signalisation de l’insuline et activation des voies PI3K/Akt et MAPK 
Suite à la liaison de l’insuline et à l’activation de l’activité tyrosine kinase de son récepteur, 
les protéines IRS seront phosphorylées et pourront se lier au récepteur à l’insuline afin de 
servir de protéine adaptatrice pour l’activation des voies d’Akt et de MAPK.  
 
 
Par ailleurs, il est possible d’empêcher l’activation de ces voies de signalisation de l’insuline 
par la phosphorylation en sérine des protéines IRS et des sous-unités β du récepteur à 






phosphoryler les IRS en sérine, ce qui empêche leur phosphorylation en tyrosine par le 
récepteur à l’insuline ainsi que les actions métaboliques et mitogéniques de l’hormone 
(Haruta et al. 2000; Nawaratne et al. 2006; Barbour et al. 2007). Aussi, il a été avancé que 
cette phosphorylation en sérine des IRS accélère leur dégradation (Haruta et al. 2000). La 
perte de la capacité de répondre à l’insuline causée par ce mécanisme pourrait donc 
contribuer à créer une résistance à l’insuline chez les individus, comme il en sera question 
dans la section 1.6.1.  
 
1.5.2 Signalisation de l’insuline et lipotoxicité 
 
Depuis plusieurs années, l’impact des lipides sur les médiateurs de la signalisation de 
l’insuline est investigué par de nombreux chercheurs pour mieux comprendre les 
mécanismes derrière la résistance à l’insuline, notamment. Un résumé des découvertes 
importantes à ce sujet sera effectué dans cette présente section.  
 
Tout d’abord, comme expliqué à la section 1.3.2, il a été démontré que les AGNE et leurs 
métabolites DAG et céramides peuvent modifier la signalisation de l’insuline en induisant la 
phosphorylation en sérine des IRS par l’activation de diverses kinases, réduisant du même 
coup les effets cellulaires de l’insuline (Carpentier 2008). En fait, une équipe de recherche a 
pu montrer que des rats recevant une infusion de lipides/héparine pour augmenter les niveaux 
de lipides circulants avaient une diminution de la protéine et de l’ARNm GLUT4 dans leurs 
cellules musculaires (Vettor et al. 2000). Dans le même ordre d’idée, il a également été 
prouvé que le palmitate et les céramides peuvent induire la déphosphorylation de la protéine 
Akt par leur action d’activation de sérine/thréonine phosphatases de la famille des protéines 
phosphatases 2 (PP2A), ce qui a comme conséquence de diminuer la signalisation de 
l’insuline (Law et al. 1995; Cazzolli et al. 2001). Cette découverte sur l’impact de la 
lipotoxicité peut expliquer un résultat publié dans la revue Diabetes en 2008, qui évoquait 
que les muscles squelettiques de femmes SOPK avaient des niveaux diminués de la protéine 
Akt phosphorylée en sérine et thréonine par rapport à ce qui a été obtenu chez les femmes 
normales (Højlund et al. 2008). De plus, dans cette même étude, un traitement de 16 
semaines à la pioglitazone, un agoniste de PPARγ qui traite la lipotoxicité, a permis de 






nous permet donc de mettre en lumière l’impact des modifications de la signalisation de 
l’insuline, et aussi possiblement de la lipotoxicité suite au résultat avec la pioglitazone, sur 
la résistance à l’insuline des femmes SOPK.  
 
Une dysfonction dans la signalisation de l’insuline chez les femmes SOPK a également été 
constatée par Corbould et ses collaborateurs lors de l’étude de cellules musculaires mises en 
culture. Ce groupe a constaté que les cellules des femmes SOPK avaient une augmentation 
de 2 fois de la phosphorylation en sérine312 de la protéine IRS-1 par rapport aux patientes 
contrôles, diminuant ainsi la phosphorylation en tyrosine de IRS-1 (Corbould et al. 2005). 
De plus, la signalisation de l’insuline via IRS-2 était affectée dans les cellules musculaires 
des femmes SOPK dans cette étude, possiblement à cause de la dégradation prématurée de 
cette protéine.  
 
Il existe également des évidences d’un dérèglement de la voie des MAPK par la lipotoxicité. 
Dans un modèle de cellules surrénaliennes bovines en culture, notre laboratoire a remarqué 
une baisse de la phosphorylation de ERK1/2 de 49 % suite à un traitement de 48 h à 100 μM 
de palmitate et à la Fsk  (Bellanger et al. 2012). Un résultat similaire a été obtenu dans des 
fibroblastes de souris en culture surexprimant le récepteur à l’insuline. En effet, les cellules 
exposées à 1000 μM de palmitate durant 1 h avaient également une diminution de leur 
activité MAP kinase en comparaison avec la condition contrôle (Usui et al. 1997).  
 
1.5.3 Signalisation de l’insuline et surproduction d’androgènes 
 
Grâce aux données présentes dans la littérature, il devient de plus en plus évident que des 
modifications au niveau de la voie de ERK1/2 sont impliquées dans l’hyperandrogénisme 
des femmes SOPK. En 2004, une étude réalisée dans un modèle in vitro de cellules thécales 
de femmes normales pré-ménopausées a fait état d’une augmentation de l’activité de 
l’enzyme P450c17 suite à l’inhibition de la voie de ERK1/2 avec le composé PD98059 
(Munir et al. 2004). De plus, il a été rapporté que cette voie de signalisation a également un 
effet inhibiteur sur l’expression du gène de la P450c17 dans une lignée de cellules 






de Bellanger et al. nous amènent donc à penser que la lipotoxicité présente chez les femmes 
SOPK pourrait causer une diminution de la signalisation de ERK1/2 et être responsable de 
l’importante production d’androgènes ainsi que des caractéristiques cliniques qui y sont 
associées. Les données issues d’un article publié en 2005 par un groupe de recherche 
américain tendent à confirmer cette hypothèse. En effet, ils ont étudié la voie de ERK1/2 
dans des cellules thécales de femmes SOPK et ils ont trouvé que la phosphorylation de 
ERK1/2 et MEK1/2 était significativement réduite en comparaison avec les cellules 
contrôles, et que l’infection avec un dominant négatif de MEK1 augmentait leur expression 
de l’ARNm de la P450c17 ainsi que leur production de DHEA (Nelson-Degrave et al. 2005).  
 
Il semble aussi qu’une autre voie impliquée dans la signalisation de l’insuline, soit celle de 
PI3K/Akt, ait un impact sur la stéroidogénèse ovarienne. À l’inverse de ce qui a été obtenu 
suite à l’inhibition de ERK1/2, l’utilisation d’un composé inhibiteur de PI3K (LY294002) 
dans le milieu de culture de cellules thécales a permis de mettre en évidence la diminution 
de l’activité de la P450c17 (Munir et al. 2004). Puisque l’activation des voies de PI3K/Akt 
et de ERK1/2 dépend de la liaison des protéines adaptatrices sur les IRS, des dysfonctions 
signalétiques pourraient donc survenir si ces dernières possèdent des phosphorylations 
inhibitrices sur leurs résidus sérine, modifiant sur même coup l’androgénèse.  
 
Par ailleurs, il a été proposé que les protéines p38 et JNK pourraient contribuer à augmenter 
l’activité de la P450c17 et la production d’androgènes (Baptiste et al. 2010). Puisqu’il est 
connu que ces kinases sont activées par les AGNE et qu’ils peuvent phosphoryler les IRS 
sur leurs résidus sérine, il est possible d’envisager que l’augmentation de la stéroidogénèse 
causée par la lipotoxicité implique une diminution de la signalisation de l’insuline par 
l’action de p38 et de JNK.   
 
 
1.6 Protéines kinases C 
 
Les protéines kinases C (PKC) font partie d’une famille de sérine/thréonine kinases qui est 
impliquée dans de multiples voies de signalisation cellulaire. On retrouve plusieurs 






sont constituées d’un domaine de régulation et d’un domaine catalytique qui lie l’ATP et les 
substrats de la protéine (Steinberg 2012). Un pseudosubstrat inhibiteur est situé au niveau du 
domaine de régulation et permet de conserver l’enzyme dans un état inactif en empêchant la 
liaison des métabolites activateurs située à la membrane. Ceux-ci varient entre les différents 
groupes de PKC qui existent. Premièrement, il y a les PKC classiques (α, β1, β2, et γ) qui 
possèdent les motifs de liaison pour les DAG et le PMA (motifs C1A et C1B) ainsi que pour 
le calcium (motif C2). Les PKC nouvelles (η, θ, ε et δ) possèdent quant à elles les mêmes 
motifs de liaison que les PKC classiques, mais puisque le motif C2 est situé en amont du 
pseudosubstrat inhibiteur et qu’il lui manque les résidus nécessaires à la liaison du calcium, 
ces protéines n’ont besoin que de DAG pour être activées (Steinberg 2012). Finalement, les 
PKC atypiques (ι, λ et ζ) ne peuvent lier les DAG et le calcium. Elles ont plutôt un domaine 
C1 pour les céramides et PIP3 ainsi qu’un domaine PB1 pour leur permettre d’interagir avec 
d’autres protéines, de sorte que leur activation se fait indépendamment de la liaison de DAG 
et de calcium (Steinberg 2012). 
 
Un modèle général d’activation des PKC a été établi à partir de la protéine PKC α. Les PKC 
inactives se trouvent dans le cytosol où le pseudosubstrat inhibiteur cache le domaine 
catalytique de l’enzyme. Suite à l’hydrolyse par certains agonistes de PIP2 en DAG et IP3, 
du calcium sera libéré du réticulum endoplasmique et la liaison des domaines C1 et C2 pourra 
se faire dans le compartiment membranaire. À ce moment, un changement conformationnel 
permettra de retirer le pseudosubstrat inhibiteur du domaine catalytique et la PKC pourra 
ensuite phosphoryler en sérine ou thréonine ses cibles au niveau de la membrane (Steinberg 
2012). Il est important de retenir ici que contrairement aux PKC inactives, la forme active se 
retrouve dans le compartiment membranaire de la cellule.  
 
Un autre mécanisme pouvant être impliqué dans l’activation des PKC est leur 
phosphorylation par la protéine PDK-1. Il semble que cette phosphorylation dans la boucle 
d’activation survient suite à la synthèse de la PKC et qu’elle a pour but de la rendre éligible 
à être activée par le mécanisme décrit ci-haut (Spitaler et al. 2004). Par contre, l’étude de la 










1.6.1 PKC, lipides et signalisation de l’insuline  
 
Comme décrit à la section 1.4.2, il est connu que les AGNE et leurs métabolites peuvent 
provoquer l’activation des PKC (Carpentier 2008). Cette observation a été faite dans de 
nombreux modèles, dont chez des cellules musculaires de rats ayant reçu une infusion de 
lipides/héparine associée à une clamp euglycémique hyperinsulinémique durant 5 h pour 
augmenter les niveaux de lipides sanguins (Griffin et al. 1999). Les auteurs ont remarqué 
une augmentation de 2 fois de l’expression membranaire de PKC θ dans les cellules 
musculaires du groupe expérimental en comparaison avec les rats contrôles. Cette infusion 
associée à la clamp a aussi permis d’induire une résistance à l’insuline chez les rats, se 
traduisant par une diminution de 35 % de l’injection de glucose et par une inhibition de 25 
% de la capture du glucose par les muscles mesurée par le 2-[1,2-3H]déoxyglucose. Suite à 
ces résultats, Griffin et ses collaborateurs ont affirmé que la diminution des actions de 
l’insuline pourrait être médiée par l’activation des PKC par les AGNE, selon des mécanismes 
qui seront discutés dans cette présente section.  
 
De plus, une expérience similaire a été réalisé chez une cohorte de 12 hommes recevant eux 
aussi une infusion de lipides/héparine (Itani et al. 2002). Après 6 h d’infusion, une biopsie a 
été faite afin d’étudier l’activation des PKC dans les cellules musculaires et il a été démontré 
que l’activation des PKC β et δ était augmentée par rapport aux résultats obtenus avant le 
début de l’expérimentation. Les chercheurs ont donc conclu à un rôle important de 
l’activation des PKC par les AGNE dans l’induction d’une résistance à l’insuline causée par 
les lipides. Cette étude visait à poursuivre les recherches amorcées sur les liens entre les 
PKC, la résistance à l’insuline et la lipotoxicité, puisque les auteurs avaient déjà prouvé dans 
un article précédent que la fraction membranaire de PKC β était supérieure dans les cellules 
musculaires des individus obèses et résistants à l’insuline, en comparaison avec des patients 







Tel que préalablement mentionné, l’activation des PKC, notamment par les AGNE et leurs 
métabolites, peut mener à des dérèglements au niveau de la signalisation de l’insuline. En 
effet, un essai kinase in vitro réalisé dans des cellules NIH/hIR, des fibroblastes de souris 
exprimant le récepteur à l’insuline humain, a permis d’établir que les PKC α, δ, et ζ sont en 
mesure de phosphoryler IRS-1 sur ses résidus sérine, diminuant sa phosphorylation en 
tyrosine et la liaison des protéines adaptatrices décrites à la section 1.5.1 (Nawaratne et al. 
2006). En fait, plusieurs auteurs ont fait état d’une diminution de la liaison de la protéine 
PI3K et une baisse du transport du glucose suite à l’activation des PKC par les AGNE, 
causant une résistance à l’insuline (Griffin et al. 1999; Dresner et al. 1999; Girard 2003).  
 
Finalement, il semblerait que l’activation de la voie de ERK1/2 soit également affectée par 
la présence des PKC dans le compartiment membranaire. Un groupe de recherche américain 
a utilisé une lignée cellulaire de myotubes de souris, les C2C12, qu’ils ont transfectés avec un 
petit ARN en épingle à cheveux (shRNA) pour réduire l’expression du gène de PKC θ 
(Marino et al. 2013). Après 4 jours de culture, la phosphorylation en sérine de la protéine 
IRS-1 et la phosphorylation de ERK1/2 ont été étudiées chez les cellules PKC θshRNA et chez 
les cellules contrôles. De manière intéressante, les myotubes PKC θshRNA avaient une 
diminution de la phosphorylation en sérine1095 de IRS-1 ainsi qu’une augmentation de la 
phosphorylation de ERK1/2 par rapport aux cellules non transfectées. Cette étude nous 
amène donc à penser que les PKC activées, par leur action sur la phosphorylation de la 





Les données des études présentées dans l’introduction ont amené notre laboratoire à poser 
l’hypothèse que la lipotoxicité pourrait être responsable de la surproduction d’androgènes et 
des autres caractéristiques cliniques retrouvées chez les femmes SOPK. Pour étudier cette 
théorie, 2 projets de recherche ont été effectués dans la cadre de ma maîtrise, dont leurs 







Hypothèse de recherche du projet 1 :  
 
Nous croyons que des hauts niveaux de lipides (AGNE + TG) dans le liquide folliculaire 
peuvent induire l’activation dans les cellules de la granulosa de sérine/thréonine kinases, 
nottamment les PKC, ce qui mènera à la phosphorylation en sérine de IRS-1 et d’une 
dysfonction au niveau des voies de signalisation de l’insuline. Ces perturbations cellulaires 
pourraient ensuite affecter la stéroïdogenèse ovarienne et les issues de fertilité évaluées dans 
le cadre d’une FIV.  
 
Hypothèse de recherche du projet 2 :  
 
Dans la même lignée que l’hypothèse du projet 1, nous sommes d’avis que des cellules 
surrénaliennes humaines cultivées dans un milieu lipotoxique auront une production 
d’androgènes augmentée par rapport aux cellules non exposées, ce qui pourrait être expliqué 
par l’action néfaste des lipides sur les protéines de la stéroïdogenèse ainsi que sur celles 





Objectifs du projet 1 :  
 
Le premier objectif est de comparer les paramètres suivants chez des femmes en processus 
de FIV ayant des niveaux élevés (≥50e percentile) vs bas (<50e percentile) de lipides dans 
leur liquide folliculaire :  
o Les mesures anthropométriques, la production de testostérone et le ratio 
estradiol/progestérone du liquide folliculaire et du sang 
o L’expression et la localisation des PKC et de certains médiateurs de la signalisation 
de l’insuline dans les cellules de la granulosa  
o Les issues de fertilité 
 






o Les mesures anthropométriques, les niveaux de lipides (AGNE +TG), la production 
de testostérone et le ratio estradiol/progestérone du liquide folliculaire et du sang 
o L’expression et la localisation des PKC et de certains médiateurs de la signalisation 
de l’insuline dans les cellules de la granulosa 
o Les issues de fertilité 
Objectifs du projet 2 :  
 
Déterminer sur des cellules surrénaliennes humaines (la lignée cellulaire NCI-H295R et des 
cellules en culture primaire), l’impact des AGNE sur les paramètres suivants :   
o La production d’androgènes 
o La phosphorylation de certains médiateurs de l’insuline  








MATÉRIEL ET MÉTHODES (PROJET 1) 
 
2.1 Population à l’étude 
 
Afin d’atteindre les objectifs du projet, des femmes en processus de FIV ont été recrutées. 
Ce choix s’explique par le fait que la récolte de liquide folliculaire et des cellules de la 
granulosa doit se faire dans le cadre d’un prélèvement d’ovules, qui est une procédure 
médicale effectuée par un gynécologue-obstétricien. Cette ponction étant trop invasive pour 
être effectuée à des fins de recherche seulement, la meilleure façon d’obtenir les échantillons 
désirés était donc de recruter des patientes qui devaient avoir un prélèvement d’ovules pour 
une raison médicale. Par ailleurs, comme le liquide folliculaire et les cellules de la granulosa 
qu’il contient sont normalement jetés après la récolte des ovules, la participation au projet ne 
recherche n’avait pas d’impact sur le cycle de FIV des patientes, car aucun prélèvement 
supplémentaire outre la prise de sang n’était demandé.  
 
2.1.1 Sélection des participantes 
Notre étude comprenait différents critères d’inclusion et d’exclusion qui devaient être 
respectés par les patientes participant au projet de recherche. Ceux-ci sont détaillés dans le 
tableau 2. À noter que la prise de metformine, un sensibilisateur à l’insuline, était acceptée 
durant l’étude, puisque plusieurs femmes SOPK prennent cette médication pour leur 
condition médicale. Il aurait été donc peu probable de pouvoir recruter des femmes SOPK si 













Tableau 2 : Critères d’inclusion et d’exclusion des participantes recrutées 
Critères d’inclusion Critères d’exclusion 
Être en processus de FIV Utilisation de médicaments affectant le métabolisme du 
glucose ou des lipides (sauf la metformine) 
Entre 18 et 40 ans Diabète 
IMC entre 18 et 40 kg/m2 Alcoolisme ou abus de drogues 
 Tabagisme 
Cause secondaire d’infertilité tel que : hypothyroïdie, 
hyperprolactinémie, hyperplasie congénitale des 
surrénales, tumeur sécrétrice d’androgènes, syndrome de 
Cushing, acromégalie, etc… 
 
 
2.1.2 Recrutement des participantes  
Le recrutement des patientes s’est déroulé à 3 cliniques de fertilité, soient : CIUSS de 
l’Estrie-CHUS, Procréa Fertilité Montréal et clinique OVO Montréal. Après avoir évalué 
l’éligibilité des patientes en processus de FIV, le premier contact était fait par une infirmière 
qui leur proposait d’être contacté pour participer à un projet de recherche. Si elles 
acceptaient, la responsable du projet les rencontrait ou les appelait afin de leur expliquer le 
projet en détail et d’évaluer leur intérêt. Lorsque les patientes acceptaient de participer à 
l’étude, le formulaire de consentement était signé en personne ou retourné à la responsable 
par courriel. Par la suite, chaque participante s’était vu attribuer un numéro afin de s’assurer 
de la confidentialité et nous procédions à l’obtention des données comme indiqué dans la 
section suivante.  
 
Après avoir effectué les dosages d’AGNE et de TG dans le liquide folliculaire et additionné 
ces valeurs, nous avons pu séparer les participantes en 2 groupes, soient celles qui avaient 
des niveaux bas (< 50e percentile des femmes recrutées) d’AGNE+TG dans le liquide 
folliculaire et celles qui avaient des niveaux élevés (≥50e percentile). Ces groupes ont été 






2.2 Obtention des données cliniques  
 
2.2.1 Informations fournies par les patientes 
Après la signature du formulaire de consentement, quelques questions étaient posées aux 
participantes. Ceci nous a permis de récolter les informations sur la présence ou non 
d’oligoménorrhée et d’hyperandrogénie clinique (acné, alopécie, hirsutisme). Par ailleurs, 
nous avons questionné les patientes sur leur prise de tabac et d’alcool afin de s’assurer 
qu’elles ne figuraient pas dans les critères d’exclusion.  
 
2.2.2 Prise des mesures anthropométriques 
Les différentes mesures anthropométriques ont été prises au moment du recrutement 
(participantes recrutées au CIUSS de l’Estrie-CHUS) ou le matin même du prélèvement 
d’ovules (participantes recrutées via les cliniques Procréa Fertilité ou OVO, puisque ces 
dernières étaient recrutées par téléphone.  
 
La tension artérielle en position assise a été mesurée à l’aide d’un tensiomètre. Deux mesures 
ont été effectuées et si l’écart était supérieur à 10 mm Hg, une troisième était prise et une 
moyenne était faite avec les 2 mesures les plus près. La taille a été mesurée avec un 
stadiomètre et le poids des participantes a également été relevé. Finalement, un ruban conçu 
pour mesurer le tour de taille a été utilisé. La lecture a été réalisée en position debout, en 
plaçant le ruban sur le bord supérieur de la crête iliaque.  
 
2.2.3 Données cliniques tirées du dossier médical 
L’accès au dossier médical des participantes nous a permis de noter différentes informations 
qui sont indiquées dans le tableau 3 ci-dessous. À noter que les données concernant le 
nombre d’embryons transférés et implantés ainsi que le succès de la FIV ont été considérées 
seulement pour le premier transfert d’embryon des patientes afin d’uniformiser les 






Tableau 3 : Informations tirées du dossier médical des participantes 
Caractéristiques Issues de fertilité 
Âge Nombre d’ovules : récoltés, au stade MII, 
injectés, fécondés 
Cause d’infertilité Nombre d’embryons : au jour 3, transférés, 
implantés 
Prise de metformine Succès de la FIV (ß-hCG ≥1) 
Valeur d’hyperglycémie orale provoquée 
antérieure (si faite), glycémie, 
hémoglobine glyquée 




2.3 Récolte des échantillons biologiques 
 
2.3.1 Sang 
Pour les patientes ayant consenti à la prise de sang, un prélèvement constitué de 2 tubes 
lavande pour le plasma BD Vacutainer (# Cat 367861) et 1 tube jaune pour le sérum BD 
Vacutainer (# Cat 367886) était effectué le matin du prélèvement d’ovules par une infirmière 
de la clinique. Par la suite, de l’aprotinine était ajoutée à ces tubes avant la centrifugation à 
2 500 g durant 10 minutes. À noter que les tubes jaunes ont été laissés 30 minutes à TP avant 
d’être centrifugés pour que le sang puisse coaguler adéquatement. Après la centrifugation, le 
plasma et le sérum ont été aliquotés dans des Eppendorfs de 0,5 mL et placés dans une boîte 
en carton sur glace sèche jusqu’à l’arrivée au CR-CHUS où ils ont été conservés à -80 °C 








2.3.2 Liquide folliculaire et cellules de la granulosa 
Suite au prélèvement d’ovules, le liquide folliculaire était récupéré dans des tubes Falcons 
de 50 mL et centrifugé durant 10 minutes à 800 g. Ensuite, 18 mL de liquide folliculaire ont 
été récupérés et de l’aprotinine y a été ajoutée avant d’aliquoter ce liquide dans des tubes 
Eppendorfs de 2 mL. Ils ont par la suite été congelés tel que décrit ci-dessus pour les 
échantillons sanguins.  
 
Après la centrifugation du liquide folliculaire, le culot était constitué des cellules de la 
granulosa, des globules rouges et des globules blancs. Ce dernier a été récupéré et 
resuspendus dans 2 à 4 mL de solution de congélation Bambanker (Wako Chemicals, # Cat 
30214681). L’échantillon cellulaire a été aliquoté dans des cryovials de 2 mL qui ont été 
placés dans une boîte de congélation Mr Frosty (ThermoFisher, # Cat 5100-0001) qui était 
préalablement à TP. Celle-ci a été placé sur glace sèche jusqu’à l’arrivée au CR-CHUS, où 
les cryovials ont été déplacés dans un congélateur à -80 °C jusqu'à leur utilisation.  
 
2.4 Analyses protéiques des cellules de la granulosa 
 
2.4.1 Décongélation et purification des cellules de la granulosa 
Une fois les cellules décongelées sur glace, celles-ci ont été transférées dans un tube Falcon 
de 15 mL contenant 10 mL de DMEM-F12 froid. Ce tube a été centrifugé à 800 g durant 10 
minutes à 4 °C pour récupérer le culot de cellules et se débarrasser de la solution de 
congélation. Le culot a par la suite été resuspendu dans 5 mL de DMEM-F12 froid avant de 
procéder à la purification au Percoll.  
 
Une solution de Percoll 50% a été préparé à partir de Percoll 90% et de HBSS 1x. Un total 
de 3 mL de Percoll 50% froid a été pipeté dans un tube Falcon 50 mL et la suspension 
cellulaire a été déposée doucement sur le Percoll avec une pipette de verre en s’assurant que 
les phases restent séparées. Ensuite, le tube Falcon a été centrifugé à 500 g durant 15 minutes 






la centrifugation et les cellules présentes à l’interphase ont été récupérées, resuspendues dans 
15 mL de DMEM-F12 froid et centrifugées à 800 g durant 10 minutes à 4 °C pour se 
débarrasser du surplus de solution de Percoll. Le culot cellulaire a été resuspendu dans 2 mL 
de DMEM-F12 froid avant de procéder aux différentes expériences.  
 
2.4.2 Séparation des fractions cytosoliques et membranaires 
 
Après la purification au Percoll, environ 10 millions de cellules de la granulosa ont été 
nécessaires afin de procéder à l’expérimentation visant à séparer leurs fractions 
membranaires et cytosoliques. Pour ce faire, un kit commercial d’extraction protéique 
(Biochain, # Cat K3012010) a été utilisé. Plusieurs modifications au protocole du 
commerçant ont dû être effectuées afin d’obtenir une concentration de protéines suffisante 
dans les fractions cytosoliques et membranaires en vue de réaliser des buvardages.  
 
Dans un premier temps, les cellules de la granulosa étaient incubées sur un appareil rotatif 
durant 20 minutes à 4 °C dans 500 μL de tampon C additionné d’inhibiteurs de protéases 
fournis par la compagnie.  Ensuite, l’échantillon a été homogénéisé avec un appareil de 
sonication 5 fois durant 10 secondes, avec un arrêt de 10 secondes sur glace entre chaque 
fois. L’échantillon a été centrifugé à une vitesse de 15 000 g à 4 °C durant 20 minutes. Le 
surnageant, qui contenait la fraction cytosolique, a été transféré dans un Eppendorf 1,5 mL 
et conservé à -80 °C. Le culot a été resuspendu dans 1 mL de tampon de lavage W et placé 
sur un appareil rotatif durant 5 minutes à 4 °C pour être ensuite centrifugé à 15 000 g à 4 °C 
durant 20 minutes. Le surnageant a été jeté et cette étape de lavage a été répétée une seconde 
fois pour bien éliminer la fraction de protéines cytosoliques. Pour extraire la fraction 
nucléaire (étape nécessaire pour la réalisation du protocole), le culot obtenu après le 2e lavage 
a été resuspendu dans 250 μL de tampon N additionné d’inhibiteurs de protéases et placé sur 
un appareil rotatif durant 20 minutes à 4 °C. Par la suite, l’échantillon a été centrifugé à 
15 000 g à 4 °C durant 20 minutes et le surnageant contenant la fraction nucléaire a été 
transférée dans un Eppendorf 0,5 mL et congelé à -80 °C. Une étape de lavage selon les 
conditions décrites ci-dessus a été réalisée après l’extraction de la fraction nucléaire. Après, 






protéases et incubé sur un appareil rotatif durant 20 minutes à 4 °C. Il a par la suite été 
centrifugé à 15 000 g à 4 °C durant 20 minutes. La fraction membranaire retrouvée dans le 
surnageant a été transférée dans un Eppendorf 0,5 mL et a été conservée à -80 °C jusqu’à 
son utilisation.  
 
Tableau 4 : Composition des tampons d'extraction utilisés pour séparer les fractions 
cytosoliques et membranaires des cellules de la granulosa 
Tampon Composition 
C HEPES (pH 7.9), MgCl2, KCl, EDTA, sucrose, glycérol, sodium 
orthovanadate 
W HEPES (pH 7.9), MgCl2, KCl, EDTA, sucrose, glycérol, sodium 
orthovanadate 
N HEPES (pH 7.9), MgCl2, NaCl, EDTA, glycérol, sodium orthovanadate 
M HEPES (pH 7.9), MgCl2, KCl, EDTA, sucrose, glycérol, sodium 
deoxycholate, NP-40, sodium orthovanadate 
 
 
La méthode visant à séparer les fractions cytosoliques et membranaires a pris un peu plus de 
9 mois à développer. En effet, nous avons essayé dans un premier temps de réaliser cette 
séparation avec un protocole d’ultracentrifugations avec des tampons similaires à ce qui a 
été utilisé dans le kit commercial. Par contre, malgré plusieurs modifications, nous n’avons 
pas été en mesure d’obtenir une concentration de protéines suffisante dans nos fractions pour 
faire des buvardages. Nous avons donc essayé par la suite de concentrer ces fractions 
protéiques en faisait une précipitation à l’acétone et en utilisant des tubes d’ultrafiltration qui 
concentrent les échantillons protéiques (Millipore Sigma, # Cat UFC510024). Comme ces 
méthodes n’ont pas fonctionné, nous avons décidé de nous tourner vers un kit de séparation 








2.4.3 Dosage protéique et buvardage de type Western des fractions 
cytosoliques et membranaires  
 
Les fractions membranaires et cytosoliques des cellules de la granulosa ont été dosées avec 
un kit commercial BCA (ThermoFisher, # Cat 23227) selon le protocole recommandé par le 
fabriquant.  
 
Afin de déterminer l’expression des PKC dans les échantillons, 30 μg de protéines 
cytosoliques ou membranaires ont été dénaturées dans un tampon Laemmli 6X (Tris-HCl 
[0,375 M, pH 6,8], SDS [9 %], glycérol [50 %], bleu de bromophénol [0,03 %], et β- 
mercaptoéthanol [9 %]). Les échantillons ont par la suite été déposés dans un bloc chauffant 
à 95 °C durant 5 minutes et déposés sur un gel de polyacrylamide SDS-PAGE 10% pour les 
protéines cytosoliques et 7,5% pour les protéines membranaires dont la composition est 
décrite dans le tableau ci-dessous.  
 




concentration 4 % 
Gel de 
séparation 7,5 % 
Gel de 
séparation 10 % 
H20 (mL) 2,4 3,88 3,21 
Tris-HCl 1,5 M ;  
pH 8,8 (mL) 
N/A 2,0 2 
Tris-HCl 0,5 M ;  
pH 6,8 (mL) 
1,0 N/A N/A 
Acrylamide-bis 37,5:1 ; 
30 % (mL) 
0,53 2,0 2,67 
SDS 10 % (mL) 0,04 0,08 0,08 
APS 10 % (mL) 0,02 0,04 0,04 







La migration des échantillons s’est faite dans un tampon contenant du Tris-base (25 mM), 
de la glycine (192 mM) et du SDS (0,1 %) durant 30 minutes à 100 V et ensuite durant 1h30 
à 200 V. Le transfert des protéines s’est fait sur une membrane PVDF en utilisant un tampon 
composé de Tris-Base (25 mM), de glycine (192 mM) et de méthanol (15 %) avec un courant 
de 0,09 mA durant 16h à 4 °C. Suite à cette étape, la membrane a été placée dans une solution 
de TBS-T (Tris-Base [20 mM, pH 7,5], NaCl [150 mM] et Tween-20 [0,1 %]) durant 10 
minutes avant la bloquer durant 1h à TP dans une solution de lait écrémé en poudre (5 %) 
dilué dans du TBS-T. La membrane a ensuite été incubée durant 2h à TP avec l’anticorps 
primaire d’intérêt préalablement dilué 1/1000 dans la solution de blocage. Afin de retirer 
l’anticorps primaire non lié, 3 rinçages de 10 minutes chacun avec du TBS-T ont été faits 
avant que la membrane soit incubée avec l’anticorps secondaire approprié durant 1h à TP. 
Après, 5 lavages de 5 minutes avec du TBS-T ont été effectués et la révélation s’est faite 
avec du ECl Clarity (Biorad, # Cat 1705060) ou avec du Luminata Forte (Millipore, # Cat 
WBLUF0100) pour les protéines pour lesquelles le signal obtenu était plus faible. Suite à 
cela, les anticorps ont été retirés de la membrane suite à une incubation de 10 minutes à TP 
dans la solution Reblot Plus Strong (Millipore, # Cat 2504) pour évaluer ensuite évaluer 
l’expression des gènes rapporteurs GAPDH (fraction cytosolique) et pan-cadhérine (fraction 
membranaire). L’intensité de signal des bandes a été captée avec l’aide de l’appareil 
ChemiDoc MP Imaging System (Biorad, # Cat 17001402) et l’analyse de dosage 
densitométrique subséquente a été faite avec le logiciel Image Lab 5.2. 
 
À noter que des tableaux des conditions et des anticorps utilisés pour ce projet sont présentés 
à la section 2.4.5.  
 
2.4.4 Extraction des protéines totales  
Les cellules de la granulosa restantes ont été lysées avec du tampon RIPA froid dont la 
composition est décrite au tableau 6 auquel était ajouté des inhibiteurs de phosphatases 









Tableau 6 : Composition du tampon RIPA utilisé pour la lyse cellulaire 
Ingrédient Concentration finale 
Triton 1 % 
Tris-HCL pH 7,4 50 mM 
NaCl 150 mM 
SDS 0,1 % 
Sodium désoxycholate 0,5 % 
 
Après 20 minutes d’incubation sur glace dans le tampon RIPA, le lysat protéique a été 
centrifugé à 13 000 RPM durant 10 minutes. Le surnageant a été transféré dans un Eppendorf 
0,5 mL et congelé à -80 °C jusqu'à ce qu’il soit dosé selon la méthode décrite à la section 
suivante.  
 
2.4.5 Dosage protéique et buvardage de type Western des échantillons 
protéiques totaux 
Les échantillons de protéines totales de cellules de la granulosa ont été dosés avec le kit DC 
protein assay (Biorad, # Cat 5000116) et une courbe standard de BSA allant de 0 à 2,8 μg/μL 
a été utilisée afin de déterminer la concentration protéique des échantillons. La lecture de 
l’absorbance des puits a été faite avec un lecteur de plaques (Infinite M200, Tecan) à la 
longueur d’onde recommandée par le fabriquant.  
 
L’buvardage de type Western a été réalisé avec le protocole décrit à la section 2.4.3 en 
utilisant entre 40 et 60 μg de protéines totales. Les détails des conditions et des anticorps 
utilisés sont décrits dans les tableaux ci-dessous. Par ailleurs, afin d’évaluer l’expression du 
gène rapporteur GAPDH dans nos échantillons et de corriger nos protéines d’intérêt par la 
quantité de protéines mise sur le gel, les anticorps ont été retirés des membranes en les 
incubant 10 minutes à TP dans la solution Reblot Plus Strong (Millipore, # Cat 2504). Par la 
suite, elles ont été lavées 10 minutes dans du TBS-T avant de procéder à l’étape de blocage 







Tableau 7 : Récapitulatif des conditions et anticorps primaires utilisés pour les 

















Lait 5 %, 2h, 
TP 






























et protéines totales 
GAPDH-HRP, 
1/1000 
Lait 5 %, 2h, 
TP 














































p-Akt : Lait 5 %, 2h, 
TP 
p-Akt : 1/2000 GE 
Healthcare,  
NA934-1ML Autres : Lait 5 %, 1h, 
TP 
p-p38 : 1/5000 
PKC : 1/10000 
Anti-mouse HRP 
Lait 5 %, 2h, TP p-JNK : 1/2000 Cell signaling, 
7076 
Anti-goat HRP 






2.5 Dosages des échantillons de sang et de liquide folliculaire 
 
2.5.1 Dosage des AGNE et des TG 
Les AGNE et les TG présents dans le liquide folliculaire et le plasma des participantes ont 
été mesurés par dosage colorimétrique (Wako Diagnostics). Les limites de détection du 
dosage d’AGNE étaient de 0,01 à 4,00 mEq/L tandis que ceux des TG étaient de 1,1 à 2 000 
mg/dL. La lecture de l’absorbance des puits a été réalisée comme énoncé à la section 2.4.5. 
 
2.5.3 Dosage de l’estradiol, de la progestérone et de la testostérone totale 
Les dosages d’estradiol, de progestérone et de testostérone totale dans le liquide folliculaire 
et les échantillons de sérum ont été réalisés par ELISA commerciaux (Diagnostics Biochem 
Canada). Les limites de détections des dosages ELISA sont indiquées dans le tableau 9. La 







Tableau 9 : Limites de détection des dosages ELISA d'estradiol, de progestérone et de 
testostérone totale 
Analyte Limites de détection (ng/mL) 
Estradiol 0,02 à 3,2 
Progestérone 0,3 à 60 
Testostérone totale 0,08 à 16,7 
 
 
2.6 Présentation des résultats  
 
Les résultats des dosages sont présentés en valeur brute et en ratio de ces valeurs. Concernant 
les données d’buvardage de type Western, les résultats d’expression protéique de chaque 
patiente ont été rapportés à un contrôle. Cet échantillon contrôle était un extrait de protéines 
totales d’une lignée cellulaire de cellules de la granulosa humaines, les KGN. Avant leur 
récolte, celles-ci ont été stimulées 30 minutes à 0,1 μM de PMA afin d’induire une activation 
des PKC. À noter que le même extrait protéique a été déposé sur chacun des gels de 
polyacrylamide de ce projet pour mesurer l’expression de nos protéines d’intérêt afin de 
servir de contrôle. Cette méthode d’analyse permet de pouvoir comparer plusieurs 
échantillons qui n’ont pas été migré sur un même gel lors des expériences et d’assurer une 
reproductibilité des résultats.  
 
 
2.7 Analyses statistiques  
 
Les statistiques présentées dans ce mémoire ont été effectuées avec le logiciel GraphPad 
Prism 7. Les données des tableaux et des graphiques sont présentées en médiane avec écart 
interquartiles. Afin de comparer les groupes de participantes, le test statistique non-
paramétrique Mann-Withney a été utilisé et les corrélations ont été analysées selon la 
corrélation de Spearman. Le test de Khi-deux de Pearson a été utilisé pour analyser les 






MATÉRIEL ET MÉTHODES (PROJET 2) 
 





Les cellules NCI-H295R proviennent d’une lignée cellulaire issue d’un carcinome du cortex 
surrénalien humain sécrétant des stéroïdes, ce qui en fait un modèle de choix pour l’étude de 
l’androgénèse in vitro (Gazdar et al. 1990).  
 
Les cellules ont proliféré dans un T75 dans du milieu DMEM-F12 (sérum de veau cosmique 
10 %, L-Glutamine 365,10 mg/L, HEPES 9,4 mM, pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 
μg/mL, gentamicine 0,05 g/L, NaHCO3 0,1 %, insuline 0,00625 mg/mL, transferrine 
0,00625 mg/mL et sélénite 6,25 ng/mL) jusqu’à l’atteinte d’une confluence de 90 %. À ce 
moment, le milieu de culture a été jeté et le T75 a été lavé avec 10 mL de PBS pour retirer 
toute trace du milieu DMEM-F12. Un volume de 2 mL d’une solution de trypsine (trypsine 
0,25 % et EDTA 1 %) a été ajouté au T75 et les cellules ont été incubées 3 minutes à 37 °C 
ou jusqu’à ce qu’elles ne soient plus adhérées. Un volume de 10 mL de milieu DMEM-F12 
a été ajouté au T75 et le milieu a été centrifugé durant 7 minutes à 125 g afin de récupérer 
les NCI-H295R. En vue de réaliser les expériences de stimulation, les cellules ont été 
ensemencées dans des plaques de 12 puits (200 000 cellules par puits) ou de 24 puits 
(100 000 cellules par puits) dans du milieu DMEM-F12.  Le lendemain, le milieu a été 
changé pour du milieu de stimulation pauvre en sérum (DMEM-F12 ; sérum de veau 
cosmique 0,01 %, L-Glutamine 365,10 mg/L, HEPES 9,4 mM, pénicilline 100 U/mL, 
streptomycine 100 μg/mL et gentamicine 0,05 g/L). Après 24 h, le milieu a été changé de 










3.1.2 Cellules surrénaliennes humaines 
 
Pour ce projet, nous avons eu accès à des glandes surrénales humaines grâce à notre 
partenariat avec Transplant Québec. Ces glandes étaient prélevées dans le cadre d’une 
procédure de don d’organes au CIUSS de l’Estrie-CHUS. Les organes ont été conservés dans 
du milieu OPTI-MEM jusqu’à ce qu’ils soient récupérés par un membre du laboratoire après 
la chirurgie. Les glandes surrénales qui ont été endommagées ou coupées durant le 
prélèvement par le chirurgien ne permettaient pas une isolation appropriée des cellules et 
n’ont pas été utilisées pour réaliser le protocole d’isolation cellulaire. 
 
Après avoir retiré la couche graisseuse autour des glandes surrénales, un microtome Stadie-
Riggs (Thomas Scientific, # Cat 6727C10) a été utilisé afin d’obtenir des couches de cellules 
fasciculées et réticulées. Celles-ci ont été déposées dans du milieu MEM (HEPES 8 mM, 
pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 μg/mL, L-Glutamine 2 mM et NaHCO3 0,01 %) 
pour la durée du protocole d’isolation cellulaire. À l’aide d’un scalpel, des morceaux de 1 
mm3 ont été coupés à partir des tranches préalablement obtenues. Ceux-ci ont été déposés 
dans un Falcon 50 mL contenant 17 mL du milieu MEM préalablement décrit.  
 
Une première digestion cellulaire a été effectuée en ajoutant de la collagénase de type 1 (500 
U/mL) et de la DNAse de type 1 (160 U/mL), puis en laissant l’échantillon à 37 °C durant 
30 minutes. Suite à cette étape, l’échantillon a été filtré avec un filtre de 100 μm et centrifugé 
durant 10 minutes à 83 g, tandis que les cellules non digérées ont subi une 2e digestion à la 
collagénase. Après la centrifugation, le culot contenant les cellules fasciculées et réticulées 
a été resuspendu dans 5 mL de milieu MEM et conservé sur glace. Une 3e digestion a été 
effectuée selon les mêmes conditions et les culots obtenus suite aux 3 centrifugations ont été 
mis dans le même Falcon 50 mL et ce dernier a été centrifugé durant 10 minutes à 83 g. Les 
cellules ont été resuspendues dans du milieu OPTI-MEM (sérum de veau fœtal 2 %, HEPES 
8 mM, pénicilline 100 U/mL, streptomycine 100 μg/mL, L-Glutamine 2 mM et NaHCO3 
0,01 %) et ensemencées dans une plaque de 6 puits à une densité de 600 000 cellules par puit 






débarrasser des cellules n’ayant pas adhérées au fond du puit et le protocole de stimulation 
cellulaire a été débuté.  
 
 
3.2 Stimulation cellulaire à la Fsk et à l’oléate 
 
Les cellules NCI-H295R ainsi que les cellules surrénaliennes humaines en culture primaire 
ont été stimulées durant une période de 48 h. Comme expliqué précédemment, le milieu de 
culture a été changé le matin du début de la stimulation et de la Fsk 10 μM a été ajoutée au 
milieu de culture (1x/48h) pour les conditions Fsk et Fsk + Oléate, tandis que du DMSO a 
été ajouté pour la condition contrôle. L’utilisation de la Fsk permet l’activation de l’adénylate 
cyclase et la formation d’AMPc, de la même manière que le fait l’ACTH afin de produire 
des androgènes. Aussi, les cellules ont été exposées à 200 μM d’oléate (4x/48h) couplé au 
BSA selon un ratio 5:1. Les conditions sans oléate ont été exposées à du BSA seulement. À 
noter que la concentration d’oléate choisie pour ce projet a été déterminée suite à des 
expériences faites par des anciens membres du laboratoire, qui ont démontrées que 200 μM 
d’oléate était adéquat afin d’induire une augmentation de la production d’androgènes sans 
causer d’apoptose chez les cellules surrénaliennes.  
 
 
3.3 Récolte des cellules 
 
Après les 48 h de stimulation, le milieu de culture des NCI-H295R et des cellules 
surrénaliennes humaines a été prélevé et congelé à -80 °C jusqu’au moment du dosage de 
DHEA. Pour l’extraction des protéines, du PBS froid a été ajouté dans les plaques déposées 
sur glace pour retirer le surplus de milieu de culture. Après le retrait du PBS, la solution de 
lyse RIPA décrite au tableau 6 a été ajoutée dans chacun des puits à raison de 120 μL/puit 
(plaque de 6 puits), 60 μL/puit (plaque de 12 puits) ou 40 μL/puit (plaque de 24 puits). Afin 
de s’assurer de la lyse cellulaire, une incubation de 20 minutes sur glace a été faite et les 
puits ont été grattés avec un grattoir, puis les échantillons protéiques ont été transférés dans 
un Eppendorf 0,5 mL. Les tubes ont été centrifugés à 4 °C durant 15 minutes à une vitesse 
de 13 000 RPM. Le surnageant ainsi obtenu a été transféré dans un autre microtube qui a été 








3.4.1 Dosage du DHEA dans le milieu de culture 
 
Dans les milieux de culture obtenus suite à la stimulation cellulaire, le DHEA a été dosé par 
un ELISA commercial (Diagnostics Biochem Canada). La limite de détection du kit était de 
0,082 ng/mL. La mesure de l’absorbance des puits s’est faite à une longueur d’onde de 450 
nm comme recommandé par le fabricant.  
 
 
3.4.2 Dosage protéique 
 
Les extraits protéiques des NCI-H295R et des cellules surrénaliennes humaines ont été dosés 
avec le kit DC protein assay (Biorad, # Cat 5000116) selon la méthode décrite à la section 
2.4.5.  
 
3.5 Buvardages de type Western 
 
Pour ce projet, les buvardages ont été réalisés selon le protocole détaillé à la section 2.4.3 en 
utilisant 20 μg (cellules surrénaliennes humaines) ou 25 μg (NCI-H295R) de protéines. 
Après le transfert, les membranes ont été colorées dans une solution de Ponceau S durant 1 
minute et une image de la membrane a été prise avec l’appareil ChemiDoc MP Imaging 
System (Biorad, # Cat 17001402) afin de pouvoir corriger l’expression protéique de la 
P450c17 par la quantité de protéines présente sur la membrane. Ensuite, les membranes ont 
été rincées dans du TBS-T et les buvardages ont été faits. Les anticorps utilisés pour ce projet 











Tableau 10 : Récapitulatif des conditions et anticorps utilisés pour les buvardages de 






























Anti-rabbit HRP, 1/15 000 Lait 5 %, 1h, TP GE Healthcare,  
NA934-1ML 





3.6 Analyses de l’expression génique des NCI-H295R 
 
3.6.1 Extraction de l’ARNm 
 
Des cellules NCI-H295R ont été ensemencées dans des plaques de 6 puits à une densité de 
600 000 cellules/puit et ont été exposées à l’oléate tel que décrit à la section 3.2. Suite aux 
48h de stimulation, le milieu de culture a été retiré et l’extraction de l’ARNm a débuté par 
l’ajout de 1 ml de TRIzol (ThermoFisher, # Cat 15596026) par puit. Le tout a été laissé à TP 
durant 5 minutes afin que les cellules soient bien lysées.  Ensuite, les échantillons ont été 






secouées durant 15 secondes et laissés à TP durant 15 minutes. Après, les échantillons ont 
été centrifugés à 4 °C durant 15 minutes à une vitesse de 12 000 g et la phase aqueuse 
contenant l’ARN a été transférée dans un autre tube stérile. La précipitation de l’ARN a été 
réalisée en ajoutant 0,5 mL d’isopropanol et en laissant l’échantillon durant 10 minutes à TP. 
Par la suite, les tubes ont été centrifugés à 4 °C durant 15 minutes à 12 000 g et le surnageant 
obtenu a été jeté. Le culot a été resuspendu dans 1 mL d’éthanol 75% conservé à -20 °C et 
les échantillons ont été centrifugés à 4 °C durant 5 minutes à 7 500 g. Finalement, le 
surnageant a été jeté et le culot a séché à l’air libre durant 3 minutes afin de s’assurer qu’il 
ne reste plus d’éthanol. Celui-ci a ensuite été resuspendu dans 10 μl d’eau RNase-Free 
(Qiagen, # Cat 129112) et l’ARNm a été dosé avec le NanoDrop 2000 (ThermoFisher) puis 




Étant donné que nous avions peu d’échantillons à analyser et que c’était un projet 
exploratoire, nous avons collaboré avec la plateforme Rnomique de l’Université de 
Sherbrooke pour la réalisation du RT-qPCR chez les cellules NCI-H295R. Les séquences 
des amorces utilisés pour les gènes CYP17A1, HSD3B2, CYB5A et CYPOR sont retrouvés 
dans le tableau ci-dessous.  
 





CYP17A1 GGCAAGGACTTCTCTGGGCGG CCTTGAACAGGGCAAAGGTGGC 
HSD3B2 GTCGTCATCCACACCGCCTGTA TGGACACAGGCCTCCAACAGT 
CYB5A CACAACCACAGCAAGAGCACCT CCCTTAAAACTTCTTCCCCACCAGG 









3.7 Présentation des résultats 
 
Suite aux différentes expérimentations, des facteurs de correction ont été utilisés avant 
l’analyse des résultats. La production de DHEA a été normalisée par la quantité de protéines 
retrouvées dans chaque puit et les résultats d’expression protéique de la P450c17 par 
buvardage de type Western ont été corrigés par la quantité de protéines sur la membrane 
visualisée par le rouge ponceau, au niveau de la bande à 60 kD. Quant à elle, l’évaluation de 
la phosphorylation de ERK a été corrigée par la protéine ERK totale.  
 
 
3.8 Analyses statistiques 
 
Comme les expériences ont été réalisées en triplicata (duplicata pour l’expression génique 
des NCI-H295R), une moyenne de chacune a été faite et les résultats sont présentés en 
moyenne de pourcentage d’augmentation ± SEM par rapport à la condition Fsk qui a été 
fixée à 100 %. Comme la moyenne des données pour la condition Fsk est de 100%, il n’y a 
donc pas de barre d’erreur SEM pour ces résultats. Des tests de Wilcoxon à l’aide du logiciel 
GraphPad Prism 7 ont été faits pour analyser les données des différentes expériences. Tout 







RÉSULTATS (PROJET 1) 
 
4.1. Caractéristiques des patientes recrutées 
 
Au cours de la période de recrutement dans les 3 cliniques de fertilité, 27 patientes en 
processus de FIV ont accepté de participer à l’étude. Aucune patiente n’a dû être retiré du 
projet en raison de la découverte ultérieure d’un facteur d’exclusion, de sorte qu’elles sont 
toutes incluses dans les analyses.  
 
Comme mentionné précédemment, les participantes ont été séparées en 2 groupes selon leur 
niveau d’AGNE+TG dans le liquide folliculaire par rapport aux autres patientes recrutées : 
<50e percentile (n=13) pour le premier groupe et ≥50e percentile (n=14) pour le second 
groupe.  
 
4.1.2 Mesures anthropométriques et caractéristiques cliniques  
 
Plusieurs variables anthropométriques ont été comparées entre nos 2 groupes de 
participantes. Il n’y avait pas de différence statistiquement significative quant aux 
caractéristiques suivantes : âge, poids, taille, IMC et tour de taille, mais on peut noter que les 
femmes avec des gras folliculaires ≥50e percentile étaient plus âgées et avaient un plus grand 
tour de taille. Les données sont détaillées dans le tableau 12.  
 
Par ailleurs, les informations fournies par les patientes et celles trouvées dans les dossiers 
médicaux nous ont permis de comparer plusieurs paramètres cliniques (tableau 12). Il n’y 
avait pas de différences statistiquement significatives entre les groupes concernant les 
caractéristiques souvent vus en SOPK, mais on note un peu plus d’hyperandrogénie clinique 
et de dysfonction ovarienne dans le groupe avec gras folliculaires ≥50e percentile. De plus, 
nous avons noté la prise de metformine chez nos participants afin de comparer les groupes 
pour ce facteur de confusion potentiel. Des 27 patientes recrutées, seulement 1 prenait cet 
hypoglycémiant oral, de sorte que nous ne croyons pas que ceci ait influencé les données 






diagnostic de SOPK par son médecin traitant (P = 0,96).  Comme on sait que cette condition 
ne figure pas toujours dans les dossiers médicaux, nous avons convenu d’établir nos propres 
critères basés sur ceux d’AE-PCOS afin d’éviter un sous-diagnostic dans le projet. Le 
premier critère était la présence de signes d’hyperandrogénie clinique et d’ovaires 
polykystiques, tandis que le 2e critère demandait la présence d’hyperandrogénie clinique 
additionnée d’anovulation chronique. De ce fait, nous avons pu déterminer que 2 patientes 




Tableau 12 : Comparaison des mesures anthropométriques et des caractéristiques 
cliniques des patientes recrutées 
Paramètre 
< 50e percentile 
n = 13 
≥ 50e percentile 
n = 14 
Valeur P 
Mesures anthropométriques 
Âge 31,0 [31,0-36,0] 36,0 [31,5-36,5] 0,08 
Poids (kg) 56,8 [54,6-64,3] 61,1 [56,1-85,3] 0,41 
Taille (cm) 169 [161-173] 166 [161-170] 0,42 
IMC (kg/m2) 21,1 [19,6-22,7] 22,6 [20,3-28,6] 0,24 
Tour de taille (cm) 72,0 [69,3-79,3] 78,1 [74,3-92,5] 




(acnée et/ou alopécie et/ou 
hirsutisme), n % 
4 (31 %) 7 (50 %) 0,31 
Ovaires polykystiques, n % 3 (23 %) 1 (7%) 0,24 
Oligo-anovulation, n % 0 (0 %) 2 (14 %) 0,10 
Prise de metformine, n % 1 (8 %) 0 (0%)  
Diagnostic de SOPK par le 
médecin traitant, n % 
1 (8 %) 1 (7 %) 0,96 
Diagnostic de SOPK dans ce 
projet, n % 






Cause d’infertilité  
Facteur tubaire1, n % 0 (0 %) 3 (21 %) 0,22 
Facteur mâle, n % 7 (54 %) 5 (36 %) 
Inexpliquée, n % 6 (46 %) 5 (36 %) 
Autre, n % 0 (0 %) 1 (7 %) 
 
 
4.1.3 Issues de fertilité 
 
Afin d’évaluer l’impact d’une haute concentration de lipides dans le liquide folliculaire sur 
les issues de fertilité des patientes, plusieurs données cliniques retrouvées dans les dossiers 
médicaux ont été analysées (tableau 13). Entre nos 2 groupes de participantes, il n’y avait 
pas de différence statistiquement significative concernant le nombre d’ovules récoltés, le 
pourcentage d’ovules au stade MII, le pourcentage d’ovules fécondés et le pourcentage 
d’embryons au jour 3, mais on note une tendance pour un plus faible pourcentage de succès 
de la FIV au final. À noter que le nombre de participantes pour lesquelles nous avons des 
données quant au succès de la FIV est inférieur au nombre de patientes recrutées pour le 
projet, puisque ce ne sont pas toutes les participantes qui ont pu avoir un transfert d’embryon 
(ex. celles qui n’ont pas pu obtenir d’ovules fécondés). 
 
Tableau 13 : Comparaison des issues de fertilité des patientes recrutées 
Paramètre n < 50e percentile n ≥ 50e percentile Valeur P 
Nombre d’ovules récoltés 13 14,0 [8,50-21,0] 14 12,0 [9,00-19,0] 0,64 
% d’ovules au stade MII 13 85,7 [72,6-89,0] 11 77,8 [58,3-86,7] 0,34 
% d’ovules fécondés 12 66,4 [34,4-82,2] 13 71,4 [51,9-82,5] 0,56 
% d’embryons au jour 3 10 100 [100-100] 13 100 [92,5-100] 0,21 
Succès de la FIV, n % 9 5 (56 %) 13 4 (29 %) 0,24 
 
 
                                                 






4.2 Corrélations entre les niveaux d’AGNE et TG dans le sang et dans le 
liquide folliculaire  
 
En plus de nous permettre de séparer nos groupes de participantes selon le niveau de lipides 
contenu dans leur liquide folliculaire, ces mesures d’AGNE et TG nous ont également permis 
d’effectuer des analyses de corrélation avec les dosages d’AGNE et TG sanguins (figure 7). 
Tel que déjà démontré dans la littérature (Jungheim et al. 2011), les niveaux d’AGNE 
retrouvés dans le liquide folliculaire étaient significativement corrélés avec ceux mesurés 
dans le plasma des participantes (r = 0,40. P = 0,03). Il en va de même pour les TG, c’est-à-
dire qu’il y avait une corrélation positive et significative entre les TG du liquide folliculaire 
et du sang (r = 0,50. P = 0,01).  
 
 
Figure 7 : Corrélations entre les niveaux d'AGNE et de TG séparés dans le sang et dans 
le liquide folliculaire 
A) Les AGNE ont été dosés dans le sang et dans le liquide folliculaire récoltés le jour de la 
ponction d’ovules par une technique colorimétrique. Les résultats sont en mmol/L (n = 26). 
B) Les TG ont été mesurés dans les mêmes échantillons par colorimétrie et les résultats sont 
également présentés en mmol/L (n = 26).  
 
 
Après avoir additionné les valeurs d’AGNE et de TG du sang et du liquide folliculaire pour 
chaque participante, nous avons pu faire une analyse de corrélation avec ces variables 
additionnées (figure 8). Nous n’avons pas obtenu une corrélation significative entre les 
AGNE+TG du liquide folliculaire et les AGNE+TG du sang (r = 0,28. P = 0,16).  
 





Corrélation entre le niveau lipidique sanguin 
et 
du liquide follicualire chez 27 patientes en 
FIV 
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Figure 8 : Corrélation entre les AGNE+TG mesurés dans le sang et dans le liquide 
folliculaire 
Les AGNE et les TG ont été dosés dans le sang et dans le liquide folliculaire par une 
technique colorimétrique. Les 2 valeurs obtenues ont été additionnées afin d’obtenir la 
variable AGNE+TG pour le sang et pour le liquide folliculaire. Les résultats sont en mmol/L 




4.3 Niveaux de testostérone totale, d’estradiol et de progestérone du 
liquide folliculaire selon sa concentration en lipides 
 
 
4.3.1 Dosage de testostérone totale dans le liquide folliculaire 
 
La testostérone du liquide folliculaire a été dosée et nous avons comparé les résultats obtenus 
entre nos 2 groupes de participantes (figure 9). Tel qu’attendu, les niveaux de testostérone 
étaient plus élevés chez les patientes ayant des niveaux de lipides élevés dans leur liquide 
folliculaire, bien que ce résultat ne soit pas significatif (18,7 [16,4-26,4] nmol/L vs 16,0 
[12,0-18,5] nmol/L. P = 0,07). Par contre, toujours dans le liquide folliculaire, la 
concentration de testostérone était significativement corrélée avec les niveaux d’AGNE+TG 
(r = 0,49. P = 0,01), ce qui reflète les résultats préalablement publiés par notre laboratoire 








Figure 9 : Niveaux de testostérone totale du liquide folliculaire selon sa concentration 
de lipides  
Dans le liquide folliculaire, la testostérone totale a été dosée par ELISA et les AGNE et TG 
par méthode colorimétrique. A) Les résultats sont divisés par groupe tel que préalablement 
expliqué : < 50e percentile (n = 13) et ≥ 50e percentile (n = 14). La testostérone est en nmol/L. 
Les données sont présentées en médiane avec écart interquartile. B) La variable AGNE+TG 




4.3.2 Dosages d’estradiol et de progestérone dans le liquide folliculaire 
 
Comme mentionné dans une section précédente, l’estradiol et la progestérone du liquide 
folliculaire ont été dosés. Nous avons par la suite comparé les résultats des dosages entre les 
patientes ayant peu (< 50e percentile) vs beaucoup (≥ 50e percentile) de lipides (AGNE+TG) 
dans leur liquide folliculaire (figure 10). Il est possible de constater que les patientes ayant 
plus d’AGNE+TG dans leur liquide folliculaire avaient également une production d’estradiol 
plus élevée que le groupe de patientes avec peu de gras dans leur environnement intra-
ovarien (168,4 [134,0-200,6] nmol/L vs 103,2 [80,32-182,6] nmol/L. P = 0,05). Par ailleurs, 
il n’y avait pas de différence quant à la concentration de progestérone retrouvée dans le 
liquide folliculaire entre les groupes de participantes (5 074 [4 559-5 840] nmol/L vs 4 389 
[2 902-6 685] nmol/L. P = 0,30). Dans ce sens, les lipides semblent avoir peu d’effet sur la 
production de progestérone par les cellules de la stéroïdogenèse ovarienne, contrairement à 







Figure 10 : Comparaison des niveaux d'estradiol et de progestérone du liquide 
folliculaire des 2 groupes de participantes 
L’estradiol et la progestérone du liquide folliculaire ont été dosés par ELISA. Les résultats 
sont divisés par groupe de participantes tel que préalablement expliqué : < 50e percentile (n 
= 13) et ≥ 50e percentile (n = 14). Les données sont présentées en médiane avec écart 




Afin d’évaluer le bon fonctionnement des cellules de la granulosa, le ratio 
estradiol/progestérone dans le liquide folliculaire a été calculé pour chacune des 
participantes. Comme on voit à la figure 11A, ce ratio est augmenté chez les patientes ayant 
des niveaux d’AGNE+TG supérieurs dans leur liquide folliculaire (,039 [0,026-0,050] vs 
0,023 [0,014-0,030]. P = 0,009). Ce résultat est principalement dû à la synthèse augmentée 
d’estradiol chez ces participantes, puisque la concentration de progestérone n’est pas 
différente entre les groupes. Par ailleurs, l’analyse de Spearman entre le ratio 
estradiol/progestérone et les niveaux d’AGNE+TG du liquide folliculaire nous démontre une 









Figure 11 : Ratio estradiol/progestérone du liquide folliculaire selon sa concentration 
en lipides 
Dans le liquide folliculaire, l’estradiol et la progestérone ont été dosés par ELISA et les 
AGNE et TG par méthode colorimétrique. A) Les résultats sont divisés par groupe : < 50e 
percentile (n = 13) et ≥ 50e percentile (n = 14). Les données sont présentées en médiane avec 
écart interquartile. B) La variable AGNE+TG est en mmol/L tandis que le ratio 




4.4 Corrélations entre les dosages effectués dans le liquide folliculaire et 
les paramètres cliniques des participantes 
 
 
Afin de répondre au second objectif du projet de recherche, des corrélations entre les 
AGNE+TG ainsi que le ratio estradiol/progestérone du liquide folliculaire et différents 
paramètres cliniques ont été réalisées (tableau 14). Les AGNE+TG du liquide folliculaire 
n’étaient pas corrélés avec l’âge (r = 0,37. P = 0,06) et l’IMC (r = 0,16. P = 0,43), mais 
étaient presque significativement corrélés avec le tour de taille des participantes (r = 0,38. P 
= 0,05). Par ailleurs, les AGNE+TG n’étaient pas non plus corrélés avec les issues de fertilité, 
telles le nombre d’ovules récoltés (r = -0,11. P = 0,58), le % d’ovules au stade MII  
(r = -0,21. P = 0,32) et le % d’ovules fécondés (r = 0,15. P = 0,48).  
 
Dans le même ordre d’idée, le ratio estradiol/progestérone mesuré dans le liquide folliculaire 






l’IMC (r = 0,02. P = 0,92) et le tour de taille (r = 0,21. P = 0,30). Finalement, ce ratio de 
stéroïdes ne semblait pas avoir de corrélation avec le nombre d’ovules récoltés (r = 0,08. P 
= 0,69), le % d’ovules au stade MII (r = -0,27. P = 0,21) et le % d’ovules fécondés (r = 0,26. 
P = 0,21).  
 
Tableau 14 : Corrélations entre les AGNE+TG, le ratio estradiol/progestérone du 
liquide folliculaire et les paramètres cliniques des participantes 
Variable dépendante Variable indépendante n r P 
Âge AGNE + TG liquide folliculaire 27 0,37 0,06 
IMC AGNE + TG liquide folliculaire 27 0,16 0,43 
Tour de taille AGNE + TG liquide folliculaire 26 0,38 0,05 
Nombre d’ovules récoltés AGNE + TG liquide folliculaire 27 -0,11 0,58 
% d’ovules au stade MII AGNE + TG liquide folliculaire 24 -0,21 0,32 
% d’ovules fécondés AGNE + TG liquide folliculaire 25 0,15 0,48 
Âge Ratio estradiol/progestérone  
liquide folliculaire 
27 0,24 0,23 
IMC Ratio estradiol/progestérone  
liquide folliculaire 
27 0,02 0,92 
Tour de taille Ratio estradiol/progestérone  
liquide folliculaire 
26 0,21 0,30 
Nombre d’ovules récoltés Ratio estradiol/progestérone  
liquide folliculaire 
27 0,08 0,69 
% d’ovules au stade MII Ratio estradiol/progestérone  
liquide folliculaire 
24 -0,27 0,21 
% d’ovules fécondés Ratio estradiol/progestérone  
liquide folliculaire 










4.5 Niveaux de testostérone totale, d’estradiol et de progestérone du sang 
selon la concentration en lipides du liquide folliculaire 
 
 
4.5.1 Dosage de testostérone totale dans le sang 
 
La testostérone sérique des patientes recrutées a aussi été dosée et les valeurs des 2 groupes 
de participantes (< 50e percentile d’AGNE+TG dans le liquide folliculaire et ≥ 50e percentile) 
ont été comparées (figure 12). Contrairement à la testostérone mesurée dans le liquide 
folliculaire, celle dosée dans le sang n’était pas différente entre les groupes de patientes (11,7 
[10,6-13,4] nmol/L vs 11,9 [8,86-14,8] nmol/L. P = 0,70).  
 
 
Figure 12 : Comparaison de la testostérone totale sérique entre les 2 groupes de 
participantes 
Dans le sérum, la testostérone totale a été dosée par ELISA et les AGNE et TG du liquide 
folliculaire par méthode colorimétrique. Les résultats sont divisés par groupe tel que 
préalablement expliqué : < 50e percentile (n = 12) et ≥ 50e percentile (n = 14). La testostérone 
totale est en nmol/L. Les données sont présentées en médiane avec écart interquartile. 
 
 
Une analyse de corrélation a également été effectuée entre la testostérone totale mesurée 
dans le sang et celle mesurée dans le liquide folliculaire (figure 13). Il est possible de 
constater une corrélation significative entre ces paramètres (r = 0,49. P = 0,01), 








Figure 13 : Corrélations entre la testostérone totale dosée dans le sérum et dans le 
liquide folliculaire 
Dans le sérum et dans le liquide folliculaire, la testostérone totale a été dosée par ELISA. 




4.5.2 Dosages d’estradiol et de progestérone dans le sang 
 
Comme mentionné dans une section précédente, l’estradiol et la progestérone ont été 
mesurés dans les échantillons de sérum et les données obtenues pour les 2 groupes de 
participantes ont été comparées. Comme on peut voir à la figure 14A, il n’y avait pas de 
différence quant à la concentration sanguine d’estradiol entre les femmes ayant des niveaux 
faibles vs élevés de lipides dans leur liquide folliculaire (0,201 [0,173-0,285] nmol/L vs 0,211 
[0,181-0,285] nmol/L. P = 0,70). Il en va de même pour la progestérone sérique, qui n’était 
pas significativement différente entre les 2 groupes de patientes recrutées (2,82 [2,06-4,42] 









Figure 14 : Comparaison des niveaux d'estradiol et de progestérone sérique des 2 
groupes de patientes 
L’estradiol et la progestérone sérique ont été dosés par ELISA. Les résultats sont divisés par 
groupe de participantes : < 50e percentile (n = 12) et ≥ 50e percentile (n = 14). Les données 
sont présentées en médiane avec écart interquartile. A) L’estradiol est présentée en nmol/L. 
B) La progestérone est présentée en nmol/L.  
 
 
Par ailleurs, tout comme dans le liquide folliculaire, le ratio estradiol/progestérone sanguin 
a également été calculé chez les participantes. Comme on le voit à la figure 15A, il n’y a pas 
de différence significative quant au ratio chez les 2 groupes (0,068 [0,44-0,095] vs 0,069 
[0,051-0,13]. P = 0,63). De plus, une analyse de Spearman a été effectuée entre le ratio 
estradiol/progestérone et les niveaux de lipides sanguins (figure 15B). On peut constater que 
ces variables ne sont pas significativement corrélées dans notre population de patientes 









Figure 15 : Ratio estradiol/progestérone sérique selon la concentration en lipides dans 
le sang 
Dans les échantillons sanguins, l’estradiol et la progestérone ont été dosés par ELISA et les 
AGNE et TG par méthode colorimétrique. Les données sont présentées en médiane avec 
écart interquartile. A) Les résultats sont divisés par groupe : < 50e percentile (n = 12) et ≥ 
50e percentile (n = 14). B) La variable AGNE+TG est en mmol/L tandis que le ratio 
estradiol/progestérone n’a pas d’unité (n = 26).  
 
 
Afin de mesurer l’association entre le ratio estradiol/progestérone du liquide folliculaire et 
celui retrouvé dans le sang, une analyse de corrélation a été faite. Tel que démontré à la figure 
16, les ratios mesurés dans le sérum ainsi que dans l’environnement intra-ovarien sont 








Figure 16 : Corrélation entre les ratios d’estradiol/progestérone sérique et ceux du 
liquide folliculaire  
Dans le sérum et dans le liquide folliculaire, l’estradiol ainsi que la progestérone ont été 




4.6 Analyses protéiques des cellules de la granulosa humaines 
 
 
4.6.1 Expression de PKC 𝛼, PKC  et PKC 𝛿 dans les fractions cytosoliques 
et membranaires  
 
Suite à la séparation des fractions cytosoliques et membranaires des cellules de la granulosa 
humaines, des buvardages de type Western a été réalisé afin de comparer l’expression des 
protéines PKC dans ces 2 compartiments cellulaires chez les patientes ayant des niveaux 
faibles vs élevés d’AGNE+TG dans leur liquide folliculaire. Tel que présenté à la figure 17A, 
l’expression de PKC 𝛼 cytosolique semble augmentée chez les participantes ayant moins de 
lipides dans leur liquide folliculaire, bien que cette différence ne soit pas significative (2,022 
[0,766-5,79] vs 0,934 [0,623-1,83]. P = 0,22). Quant à la fraction membranaire (figure 17B), 
il n’y a pas de différence entre les groupes à cause de la grande variabilité des résultats 
obtenus dans les échantillons (0,47 [0,16-1,12] vs 0,6419 [0,08-1,45]. P = 0,84). Nous avons 
également calculé le ratio d’expression de PKC 𝛼 membranaire / cytosolique afin d’évaluer 






hauts niveaux d’AGNE+TG dans leur environnement intra-ovarien, le ratio de PKC 
𝛼 membranaire / cytosolique est supérieur à celui des femmes avec des faibles taux de lipides 
(1,31 [1,13-2,00] vs 0,31 [0,57-0,72]. P = 0,057). 
 
Les résultats de l’expression de la protéine PKC  dans les fractions cellulaires sont présentés 
à la figure 17. Comme celle-ci semblait être peu exprimée dans nos échantillons, nous 
n’avons pu obtenir des résultats pour toutes les participantes, ce qui explique le faible N. 
Dans la fraction cytosolique (figure 17C), il n’y avait pas de différence quant à l’expression 
de PKC  entre les groupes (0,267 [0,07-2,080] vs 0,46 [0,21-0,60]. P = 0,99). Aussi, un 
résultat semblable a été obtenu lors de l’analyse de l’expression de PKC  dans la fraction 
membranaire (Figure 17D. 0,31 [0,25-0,45] vs 0,33 [0,17-0,98]. P = 0,99). À cause du trop 
petit nombre d’échantillons, nous n’avons calculé le ratio d’expression de PKC  
membranaire / cytosolique. 
 
Concernant la protéine PKC 𝛿, nous n’avons pas obtenu de résultat quant à son expression 
dans les cellules de la granulosa humaines. En fait, cette dernière était trop peu exprimée 












Figure 17 : Comparaison de l’expression des PKC 𝜶 et PKC 𝜺 dans les fractions 
cytosoliques et membranaires des cellules de la granulosa humaines des 2 groupes de 
participantes 
Les fractions cellulaires ont été séparées à l’aide d’un kit commercial tel que décrit 
précédemment. Ensuite, l’expression des différentes PKC a été évaluée par buvardage de 
type Western. Les données sont présentées en médiane avec écart interquartile. A) Niveau 
d’expression de PKC 𝛼 dans la fraction cytosolique chez les groupes de participantes < 50e 
percentile (n = 5) et ≥ 50e percentile (n = 8). B) Niveau d’expression de PKC 𝛼 dans la 
fraction membranaire chez les groupes de participantes < 50e percentile (n = 5) et ≥ 50e 
percentile (n = 5). C) Niveau d’expression de PKC  dans la fraction cytosolique chez les 






d’expression de PKC  dans la fraction membranaire chez les groupes de participantes < 50e 
percentile (n = 3) et ≥ 50e percentile (n = 3). 
 
 
4.6.2 Expression de p-p38, p-JNK et p-Akt dans les extraits de protéines 
totales de cellules de la granulosa  
 
Après la récolte des extraits de protéines totales des cellules de la granulosa, l’expression de 
p-p38 chez les 2 groupes de patientes a été mesurée et comparée grâce à la technique 
d’buvardage de type Western afin d’évaluer l’effet des lipides sur la signalisation cellulaire. 
À la figure 18, on remarque qu’il ne semble pas y avoir de différence quant à l’expression 
de p-p38 entre les femmes ayant des niveaux bas vs élevés de lipides dans leur liquide 
folliculaire (0,57 [0,18-1,41] vs 0,79 [0,39-3,2]. P = 0,44).  
 
 
Figure 18 : Comparaison de l’expression de p-p38 dans des extraits de protéines totales 
de cellules de la granulosa chez les 2 groupes de participantes 
Après l’extraction, les échantillons de protéines totales ont été analysés pour évaluer 
l’expression de p-p38 par buvardage de type Western chez les groupes de participantes < 50e 








De plus, le même constat peut être établi à propos de la protéine p-JNK (figure 19). Les 
groupes de patientes étaient semblables quant à leur niveau d’expression de cette dernière 
(0,456 [0,22-0,85] vs 0,51 [0,15-3,2]. P = 0,99). 
 
Figure 19 : Comparaison de l’expression de p-JNK dans des extraits de protéines 
totales de cellules de la granulosa chez les 2 groupes de participantes 
Après l’extraction, les échantillons de protéines totales ont été analysés pour évaluer 
l’expression de p-JNK par buvardage de type Western chez les groupes de participantes < 
50e percentile (n = 4) et ≥ 50e percentile (n = 6). Les données sont présentées en médiane 
avec écart interquartile. 
 
 
Concernant le résultat de p-Akt présenté à la figure 20, le faible N dans les 2 groupes peut 
être expliqué par le fait que cette protéine n’a pu être visualisée par buvardage de type 
Western que dans très peu de nos échantillons, probablement à cause qu’elle est faiblement 
exprimée. Dans les extraits que nous avons pu analyser, nous n’avons pas vu de différence 
significative quant à l’expression de p-Akt entre les femmes ayant des niveaux bas vs élevés 







Figure 20 : Comparaison de l’expression de p-Akt dans des extraits de protéines totales 
de cellules de la granulosa chez les 2 groupes de participantes 
Après l’extraction, les échantillons de protéines totales ont été analysés pour évaluer 
l’expression de p-Akt par buvardage de type Western chez les groupes de participantes < 50e 





4.7 Corrélations entre l’expression des protéines étudiées avec les niveaux 
de lipides du liquide folliculaire 
 
Pour évaluer l’association entre l’expression des protéines impliquées dans la signalisation 
de l’insuline et les niveaux d’AGNE+TG du liquide folliculaire, des analyses de corrélations 
ont été effectuées (tableau 15). Le petit nombre d’échantillons analysés ne nous a pas permis 
de mettre en évidence des corrélations significatives entre les lipides du liquide folliculaire 
et l’expression des PKC activées, soit PKC 𝛼 membranaire (r = -0,27. P = 0,45), le ratio 
PKC 𝛼 membranaire / cytosolique (r = 0,086. P = 0,92) et PKC  membranaire (r = 0,09. P 
= 0,92). Aussi, il ne semble pas y avoir de corrélation entre les niveaux d’AGNE+TG du 
liquide folliculaire et l’expression de p-p38 (r = 0,05. P = 0,84), de p-JNK (r = -0,22. P = 







Tableau 15 : Corrélations entre l’expression des protéines analysées et les niveaux 
d’AGNE+TG du liquide folliculaire 
Variable dépendante Variable indépendante n r P 
PKC 𝛼 membranaire AGNE + TG liquide folliculaire 10 -0,27 0,45 
Ratio PKC 𝛼 membranaire 
/ cytosolique 
AGNE + TG liquide folliculaire 7 0,086 0,92 
PKC  membranaire AGNE + TG liquide folliculaire 6 0,09 0,92 
p-p38 AGNE + TG liquide folliculaire 22 0,05 0,84 
p-JNK AGNE + TG liquide folliculaire 10 -0,22 0,54 









RÉSULTATS (PROJET 2) 
 
5.1 Cellules NCI-H295R 
 
5.1.1 Effet de 200 μM d’oléate sur la synthèse de DHEA 
 
Suite à la stimulation cellulaire par la Fsk et l’exposition à l’oléate décrites précédemment, 
le milieu de culture a été récolté afin de doser le DHEA, le principal androgène produit par 
la glande surrénale, et cette donnée a été rapportée par la quantité de protéines pour refléter 
le nombre de cellules de l’expérimentation. À la figure 21, on voit que les cellules traitées à 
200 μM d’oléate et à la Fsk avaient une production de DHEA supérieure de 49,1% par 
rapport à celles traitées à la Fsk seulement (149,1% ± 10,32% vs 100%. P = 0,0007).  
 
 
Figure 21 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la production de DHEA chez des cellules NCI-
H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. Le DHEA 
dans le milieu de culture a été dosé par ELISA et corrigé par la quantité de protéines. Les 
résultats de 17 expériences sont présentés en moyenne de % d’augmentation par rapport à la 










5.1.2 Effet de 200 𝜇M d’oléate sur l’expression protéique de la P450c17 
 
L’impact de l’oléate sur l’expression protéique de la P450c17 a quant à elle été déterminée 
par buvardage de type Western. Bien que l’expression de cette enzyme des cellules traitées 
à l’oléate était nettement plus élevée que celles traitées à la Fsk (176,4% ± 45,34% vs 100%. 
P = 0,744), nous n’avons pu démontrer une différence statistiquement significative à cause 
de la variabilité des résultats.  
 
Figure 22 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur l’expression de la P450c17 chez des cellules 
NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. L’expression 
de la P450c17 a été corrigée par la quantité de protéines totales sur la membrane d’buvardage 
de type Western obtenu par Ponceau S. Les résultats de 16 expériences sont présentés en 




















5.1.3 Effet de 200 𝜇M d’oléate sur la phosphorylation de ERK1/2 
 
De plus, nous avons voulu évaluer l’impact d’une exposition à 200 μM d’oléate sur la 
phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules NCI-H295R en culture. À la figure 23, on 
remarque que p-ERK1/2 était significativement diminuée chez les cellules traitées à l’oléate 




Figure 23 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la phosphorylation de ERK1/2 chez des cellules 
NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. La 
phosphorylation de ERK1/2 a été corrigée par l’expression de ERK1/2 total obtenu par 
buvardage de type Western. Les résultats de 20 expériences sont présentés en moyenne de 


















5.1.4 Effet de 200 𝜇M d’oléate sur l’expression génique des enzymes 
impliquées dans l’androgénèse surrénalienne 
 
Comme discuté dans une section précédente, du RT-PCR a été fait afin de déterminer si 
l’oléate avait un impact sur la transcription de gènes impliqués dans l’androgénèse dans une 
lignée immortalisée de cellules surrénaliennes humaines, les NCI-H295R. Dans nos 7 
expériences, l’oléate ne semblait pas avoir d’effet sur la transcription du gène CYP17A1, qui 
code pour la protéine P450c17 (99,9% ± 4,42% vs 100%. P = 0,813), tandis que l’expression 
génique de HSD3B2, codant pour l’enzyme 3β-HSD, est diminuée de manière non 




Figure 24 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la transcription de CYP17A1 et de HSD3B2 
chez des cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. L’ARNm a 
été extrait et du RT-PCR a été fait afin d’évaluer l’expression génique des gènes A) 
CYP17A1 et B) HSD3B2. Les résultats de 7 expériences sont présentés en moyenne de % 











Dans un même ordre d’idée, les cellules traitées à 200 μM d’oléate et à la Fsk démontraient 
une expression génique augmentée par rapport à la condition Fsk quant aux gènes suivants : 
CYB5A, codant pour le cofacteur cytochrome b5, (128,2% ± 6,03% vs 100%. P = 0,016) 
ainsi que CYPOR, qui code également pour un cofacteur de la P450c17, POR (129,5% ± 
4,68% vs 100%. P = 0,016).  
 
 
Figure 25 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la transcription de CYB5A et de POR chez des 
cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. L’ARNm a 
été extrait et du RT-PCR a été fait afin d’évaluer l’expression génique des cofacteurs de la 
P450c17 A) CYB5A et B) CYPOR. Les résultats de 7 expériences sont présentés en moyenne 
de % d’augmentation par rapport à la condition Fsk ± SEM. 
 
 
5.2 Cellules surrénaliennes humaines 
 
Pour ce projet, un total de 14 glandes surrénales humaines ont pu être mises en culture suite 
à notre collaboration avec Transplant Québec. Parmi les donneurs d’organes, la moitié 
d’entre-eux étaient des femmes et l’âge moyen était de 46 ans. À noter que nous n’avons pas 










5.2.1 Effet de 200 μM d’oléate sur la synthèse de DHEA 
 
Comme expliqué dans la section 3.1.2, les cellules fasciculées et réticulées des glandes 
surrénales humaines ont été isolées puis exposées à la Fsk avec ou sans oléate durant 48 h. 
Le milieu de culture a été prélevé et la production de DHEA a été évaluée par dosage ELISA 
commercial. Le graphique 26 présente les résultats de dosage obtenu pour l’ensemble des 
glandes que nous avons mises en culture. Dans ce modèle, il semble que l’exposition à 200 
μM d’oléate n’augmente pas la production de DHEA des cellules exposées à la Fsk, en 
comparaison avec la condition Fsk (105,4% ± 12,20% vs 100%. P = 0,952).  
 
 
Figure 26 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la production de DHEA chez des cellules 
surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. Le DHEA dans le milieu de culture a été dosé par ELISA et 
corrigé par la quantité de protéines. Les résultats de 14 glandes surrénales sont présentés en 
moyenne de % d’augmentation par rapport à la condition Fsk ± SEM. 
 
Comme il est connu que la production d’androgènes diminue avec l’âge (Baulieu et al. 2000) 
et plus particulièrement après 50 ans (Vermeulen 1983), nous nous sommes intéressés à 
savoir si la production de DHEA dans notre modèle de culture primaire allait différer entre 
les individus qui sont âgés de moins vs plus de 50 ans. Comme démontré à la figure 27A, les 
cellules surrénaliennes provenant des donneurs de moins de 50 ans exposées à la Fsk et à 






rapport à celles exposées à la Fsk seule (141,6% ± 23,09% vs 100%. P = 0,063). Ce résultat, 
bien que semblable à ce qui a été mesuré chez les NCI-H295R, est différent de ce qui a été 
obtenu chez les individus de plus de 50 ans, chez qui nous n’avons pas remarqué de 
différence significative quant à la synthèse de DHEA en comparaison avec la condition Fsk 
(figure 27B. 92,2% ± 7,122% vs 100%. P = 0,383). En somme, ces résultats démontrent 
l’importance de considérer l’âge des individus lors des études portant sur l’androgénèse 
surrénalienne chez l’humain.  
 
 
Figure 27 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la production de DHEA chez des cellules 
surrénaliennes humaines traitées à la Fsk et provenant de patients âgés de moins vs 
plus de 50 ans  
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. Le DHEA dans le milieu de culture a été dosé par ELISA et 
corrigé par la quantité de protéines. Les résultats chez A) les individus de moins de 50 ans 
(n = 5) et B) les individus de plus de 50 ans (n = 8) sont présentés en moyenne de % 
d’augmentation par rapport à la condition Fsk ± SEM. 
 
 
5.2.2 Effet de 200 μM d’oléate sur l’expression protéique de la P450c17 
 
Tout comme nous avons fait avec les cellules NCI-H295R, nous avons évaluer l’impact 
d’une exposition à 200 μM d’oléate sur l’expression de l’enzyme P450c17 dans notre modèle 
de cellules surrénaliennes humaines en culture primaire. Suite aux analyses d’buvardages de 






de la P450c17 chez les cellules exposées à la Fsk et à l’oléate (figure 28. 105,7% ± 22,78% 
vs 100%. P = 0,677). Par ailleurs, tel qu’exposé à la figure 29, nous n’avons pas pu montrer 
de différence après avoir séparé les individus selon leur âge, soit ceux ayant moins de 50 ans 
(154,2% ± 46,94% vs 100%. P = 0,438. n = 5) et ceux de plus de 50 ans (86,11% ± 19,62% 
vs 100%. P = 0,688. n = 6).  
 
 
Figure 28 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur l’expression de la P450c17 chez des cellules 
surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. L’expression de la P450c17 a été corrigée par la quantité de 
protéines totales sur la membrane d’buvardage de type Western obtenu par Ponceau S. Les 
résultats de 12 glandes surrénales sont présentés en moyenne de % d’augmentation par 









Figure 29 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur l’expression de la P450c17 chez des cellules 
surrénaliennes humaines traitées à la Fsk et provenant de patients âgés de moins vs 
plus de 50 ans  
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. L’expression de la P450c17 a été corrigée par la quantité de 
protéines totales sur la membrane d’buvardage de type Western obtenu par Ponceau S. . Les 
résultats chez A) les individus de moins de 50 ans (n = 5) et B) les individus de plus de 50 




5.2.3 Effet de 200 μM d’oléate sur la phosphorylation de ERK1/2 
 
La phosphorylation de ERK1/2 suite à une exposition de 48 h à de l’oléate a aussi été évaluée 
dans notre modèle de cellules fasciculées réticulées provenant de cultures primaires. Dans 
celles-ci, le traitement à la Fsk et à 200 μM d’oléate n’a pas changé la phosphorylation de 
ERK1/2 en comparaison avec les cellules traitées seulement à la Fsk (figure 30. 136,7% ± 
37,77% vs 100%. P = 0,922). Finalement, nous avons obtenu des résultats similaires après 
la séparation des donneurs d’organes selon leur âge, soit ceux les moins de 50 ans (116,1% 
± 46,42% vs 100%. P = 0,625. n = 5) et ceux âgés de plus de 50 ans (157,3% ± 63,66% vs 







Figure 30 : Effet de 200 𝝁M d’oléate sur la phosphorylation de ERK1/2 chez des cellules 
surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. La phosphorylation de ERK1/2 a été corrigée par l’expression 
de ERK1/2 total obtenu par buvardage de type Western. Les résultats de 10 glandes 










DISCUSSION (PROJET 1) 
 
Les objectifs de cette première partie de mon projet de maîtrise étaient de comparer chez les 
femmes en processus de FIV ayant des niveaux élevés (≥50e percentile) vs bas (<50e 
percentile) de lipides dans leur liquide folliculaire différents paramètres comme les mesures 
anthropométriques, les issues de fertilité, la production hormonale ainsi que l’expression des 
PKC et des médiateurs de la signalisation de l’insuline dans les cellules de la granulosa. Un 
second objectif du projet visait à corréler les variables décrites précédemment entre-elles.  
 
Les analyses effectuées nous ont permis de démontrer que dans la population étudiée dans le 
cadre de ce projet, il n’y avait pas de différences significatives quant aux mesures 
anthropométriques, aux caractéristiques cliniques et aux issues de fertilité chez nos 2 groupes 
de participantes. Par contre, il est intéressant de noter que les femmes ayant des niveaux 
élevés d’AGNE+TG dans leur liquide folliculaire étaient plus âgées et avaient également un 
tour de taille supérieur en comparaison avec celles ayant des niveaux inférieurs de lipides 
intra-ovariens. De plus, nous avons constaté qu’il semble que des hauts niveaux de lipides 
dans l’environnement intra-ovarien influencent la stéroïdogenèse des cellules de la granulosa 
et des cellules thécales. En fait, une augmentation de la production de testostérone totale, 
d’estradiol et du ratio estradiol/progestérone a été constatée dans le liquide folliculaire de ces 
femmes. Nous avons également pu démontrer des corrélations significatives entre la 
concentration de lipides dans le liquide folliculaire et le ratio estradiol/progestérone ainsi 
qu’avec la testostérone dosée dans le milieu ovarien. Par ailleurs, entre autres à cause du petit 
nombre d’échantillons analysés, notre étude n’a pas permis de démontrer un impact de la 
lipotoxicité intra-ovarienne sur l’expression des PKC, même si PKC α avait une tendance à 
être davantage exprimée au niveau de la membrane, ainsi que des protéines p-p38, p-JNK et 
p-Akt dans les cellules de la granulosa humaines. Finalement, il n’y avait pas d’association 
statistiquement significative entre ces variables et les niveaux de lipides présents dans le 








6.1 Comparaison des paramètres cliniques selon le niveau de lipides du 
liquide folliculaire 
 
Tel que mentionné précédemment, les participantes de notre étude ayant de bas niveaux 
d’AGNE+TG dans leur liquide folliculaire avaient des paramètres cliniques non 
significativement différents de celles ayant des niveaux plus élevés de lipides, mais certaines 
tendances préalablement décrites ont été observées. Ceci est en accord avec les résultats 
d’une étude préalablement publiée dans laquelle les auteurs ont comparé différents 
paramètres chez des femmes ayant des taux d’AGNE dans leur liquide folliculaire inférieurs 
vs supérieurs à 0,232 µmol/mL (0,232 mmol/L) (Jungheim et al. 2011). À noter que les 
auteurs de cette étude n’ont pas dosé les TG présents dans le liquide folliculaire, ce qui 
explique que nous avons obtenu des niveaux de lipides (AGNE +TG) supérieurs dans notre 
étude, la médiane étant de 0,271 mmol/L.  
 
Par ailleurs, au tableau 9, nous pouvons remarquer que le tour de taille semble être différent 
entre les groupes (P = 0,07), contrairement à l’IMC (P = 0,24). Dans un même ordre d’idée, 
nos résultats au tableau 9 démontrent également que le tour de taille est davantage corrélé au 
niveau de lipides dans le liquide folliculaire (P = 0,05) que l’est l’IMC (P = 0,43). Ceci est 
différent de ce qui a été obtenu par une autre étude publiée par notre laboratoire, qui 
démontrait que l’IMC et les niveaux de lipides du liquide folliculaire de femmes en processus 
de FIV étaient significativement corrélés (Gervais et al. 2015). Par contre, il est important 
de souligner que le nombre de patientes recrutées pour cette étude était plus grand et qu’elles 
avaient un IMC ainsi qu’un tour de taille médian supérieurs à celles présentées dans ce 
mémoire, ce qui pourrait expliquer la différence entre les résultats obtenus. Par ailleurs, tel 
que démontré dans la littérature, l’association entre le tour de taille et l’IMC avec les lipides 
du liquide folliculaire semblent être expliquée par les niveaux de TG plutôt que ceux des 
AGNE (Pantasri et al. 2015). En fait, comme les AGNE sont rapidement captés par les 
cellules intra-ovariennes, contrairement aux TG qui voyagent à l’aide de transporteurs, il est 
logique de penser que l’association entre les mesures d’adiposité (IMC et tour de taille) et 








6.2 Impact des lipides de l’environnement intra-ovarien sur les issues de 
fertilité 
 
Les données récoltées dans ce projet ne démontrent pas d’impact des lipides du liquide 
folliculaire sur les issues de fertilité suivantes :  nombre d’ovules récoltés, % d’ovules au 
stade MII, % d’ovules fécondés ainsi que % d’embryons au jour 3. Par contre, au tableau 10, 
il est possible de noter que les patientes qui avaient plus de lipides dans leur liquide 
folliculaire avaient également un % de succès de la FIV inférieur au second groupe. Nos 
données sur le % d’ovules au stade MII semblent en désaccord avec ce qui a été publié dans 
l’article de Jungheim et al dont il a été question précédemment, puisqu’il y était démontré 
que les femmes avec des niveaux d’AGNE intra-ovariens supérieurs à 0,232 µmol/mL 
avaient plus de follicules de mauvaise qualité que celles ayant moins d’AGNE (Jungheim et 
al. 2011). Dans cette étude, l’indice de qualité des ovocytes a été mesuré différemment de la 
nôtre, c’est-à-dire par la présence de moins de 60 % de complexes cumulus-ovocytes de 
grade 3 ou 4. Le grade 3 correspond à la présence au microscope d’un complexe cumulus-
ovocyte dispersé et étendu, tandis que le grade 4 représente un complexe mature avec 
ovocyte visible et avec un cumulus étendu (Jungheim et al. 2011). En fait, nous avons plutôt 
choisi d’utiliser le stade de MII afin d’évaluer les ovocytes ponctionnés, puisque cette donnée 
permet d’évaluer directement le stade de maturité de l’ovocyte. Il a déjà été démontré que 
chez des femmes en processus de FIV, le grade morphologique des ovocytes n’était pas 
représentatif de la maturité cellulaire et n’était pas corrélé avec le % de fécondation de 
l’ovocyte (Rattanachaiyanont et al. 1999). Dans ce sens, nous sommes d’avis que 
l’utilisation du stade MII était un marqueur adéquat de la maturité des ovocytes. À noter que 
les autres marqueurs des issues de fertilité préalablement énumérés sont comparables avec 
les données déjà présentées dans l’étude de Jungheim et al, ou aucune différence 
significative, outre la qualité des ovocytes, n’avait été constatée.  
 
Les analyses de corrélations entre les issues de fertilité et les niveaux d’AGNE + TG dans le 
liquide folliculaire sont présentées au tableau 11. Aucune corrélation statistiquement 
significative entre ces variables n’a pu être établie dans notre cohorte de participantes. Ces 
résultats viennent appuyer ceux publiés dans un article de notre laboratoire, qui n’avait pu 






après avoir corrigé pour l’âge des participantes (Gervais et al. 2015). D’un autre côté, une 
étude réalisée chez des femmes SOPK en processus de FIV a démontré une corrélation 
positive significative entre le taux de fragmentation des embryons au jour 3 et les niveaux 
d’oléate du liquide folliculaire (Niu et al. 2014). Ils ont également trouvé une association 
négative chez les femmes SOPK obèses entre les niveaux de stéarate du liquide folliculaire 
et le score du blastomère. Dans ce sens, il semble que les impacts des lipides, et plus 
particulièrement des AGNE, sur les issues de fertilité dépend du type d’acide gras que l’on 
retrouve dans le liquide folliculaire. Comme les femmes recrutées pour le projet décrit dans 
ce mémoire n’étaient pas obèses, il est possible que les AGNE retrouvés dans leur liquide 
folliculaire soient différents de ce qui a été mesurés chez les femmes obèses dans l’étude de 
Niu et al., ce qui expliquerait l’absence d’impact des lipides sur les issues de fertilité dans 
notre projet, contrairement à cette étude. Cette distinction quant au niveau d’obésité entre les 
autres études et la nôtre est importance à souligner, puisque dans notre cohorte de femmes 
non obèses, seules celles ayant un tour de taille élevé étaient susceptibles de présenter une 
dysfonction du tissu adipeux, une lipotoxicité ainsi qu’une résistance à l’insuline, le tout 
pouvant ultimement mener à une diminution de la fertilité.  
 
 
6.3 Rôle des lipides sur la stéroïdogenèse  
 
 
6.3.1 Impact sur la production de testostérone  
 
Comme démontré à la figure 3A, les femmes qui ont plus d’AGNE + TG dans leur liquide 
folliculaire ont également des niveaux de testostérone augmentés dans leur environnement 
intra-ovarien, bien que ce résultat soit non significatif. Par ailleurs, nos résultats démontrent 
que les lipides du liquide folliculaire sont significativement associés à la testostérone qu’on 
y retrouve (r = 0,49. P = 0,01), ce qui correspond avec ce qui a été publié précédemment  
dans la littérature (Gervais et al. 2015). Tel que démontré dans cet article, cette corrélation 
serait médiée par la production de métabolites lipidiques comme les acylcarnitines, qui sont 
fortement corrélés avec les niveaux de testostérone du liquide folliculaire. Toujours dans 






positivement associés avec les lipides du liquide folliculaire, on peut penser que la 
production de ces métabolites serait causée par un surplus d’AGNE dans le milieu intra-
ovarien. Comme dans mon projet nous avons obtenu une corrélation semblable entre la 
testostérone du milieu intra-ovarien ainsi que les lipides, et que notre taille d’échantillon était 
bien plus petite, nous n’avons pas jugé pertinent de doser à nouveau les acylcarnitines dans 
notre cohorte actuelle.  
 
Une des forces du projet traité dans ce mémoire est que nous avions accès aux échantillons 
sanguins des patientes afin de comparer les dosages hormonaux du liquide folliculaire et du 
sang. À la figure 6, on remarque qu’il n’y a pas de différence entre les femmes ayant peu vs 
beaucoup de lipides dans leur liquide folliculaire quant aux niveaux de testostérone sanguins. 
Ces données préliminaires peuvent nous amener à penser que le dosage de testostérone 
sanguin n’est pas un bon marqueur de l’impact de la lipotoxicité intra-ovarienne sur la 
production d’androgènes, bien que le prélèvement soit beaucoup moins invasif que celui du 
liquide folliculaire. Une étude chez des femmes en FIV avait également démontré une 
absence de corrélation entre les niveaux de testostérone du liquide folliculaire et ceux 
retrouvés dans le sang (von Wolff et al. 2017). Par contre, les patientes de cette cohorte, 
contrairement à la nôtre, n’avaient pas eu de stimulation hormonale durant leur FIV. Cette 
différence est importante, puisque la production de testostérone pourrait potentiellement être 
influencée par les analogues de LH et FSH injectés dans le cadre d’une FIV avec stimulation. 
Dans ce sens, il serait possible de dire qu’il serait préférable d’effectuer les dosages sanguins 
et de liquide folliculaire chez des femmes ayant des cycles de FIV naturels (sans stimulation 
par la LH et FSH), mais puisque ce protocole ne permet pas de récolter plusieurs follicules, 
ce dernier est rarement fait en clinique.  
 
6.3.2 Impact sur la synthèse d’estradiol et de progestérone 
 
Contrairement à l’hypothèse formulée au début du projet, nous avons été surpris de constater 
que dans notre cohorte, le ratio estradiol/progestérone du liquide folliculaire était 
significativement augmenté chez les femmes avec des niveaux élevés de lipides dans leur 






production accrue d’estradiol chez les patients avec plus de lipides, tandis que les niveaux 
de progestérone sont similaires entre les groupes (figure 4B. P = 0,30). Aussi, une analyse 
de corrélation nous a permis de démontrer une association significative entre le ratio 
estradiol/progestérone et les AGNE + TG du milieu intra-ovarien (figure 5B, r = 0,57. P = 
0,002). Comme il a été démontré dans la littérature, un niveau d’estradiol et un ratio 
estradiol/progestérone augmentés sont associés à de meilleures issues de fertilité chez des 
femmes en processus de FIV (Eyvaznejad et al. 2018). De plus, une étude a fait état d’une 
diminution de l’expression de la protéine aromatase dans des cellules de la granulosa 
humaines chez des femmes obèses (Xu et al. 2019). Dans ce sens, nous avions émis 
l’hypothèse que la lipotoxicité induite par les lipides intra-ovariens pourrait causer une 
diminution de l’estradiol et du ratio estradiol/progestérone du liquide folliculaire et ainsi 
affecter les chances de succès de la procédure de FIV. Nous pensons que quelques éléments 
pourraient expliquer pourquoi nous n’avons pas eu ces résultats dans notre cohorte. Il est 
possible que l’augmentation des niveaux d’estradiol chez les femmes avec beaucoup de 
lipides dans leur liquide folliculaire soit expliqué par l’importante production de testostérone 
chez ces femmes, ce qui augmenterait l’estradiol par l’action de l’aromatase. Il se peut aussi 
que dans cette population moins obèse que celles d’autres études déjà publiées, l’activité de 
cette enzyme dans les cellules de la granulosa soit augmentée suite à la stimulation de la FIV. 
Il faut savoir que les données de la littérature sont assez contradictoires en ce qui a trait au 
lien entre les lipides du liquide folliculaire et la production d’estradiol. En fait, dans un 
modèle bovin in vivo visant à étudier l’impact d’une diète restreinte en calories sur le profil 
hormonal, les vaches avaient des niveaux d’estradiol et de ratio estradiol/progestérone intra-
ovariens diminués, tandis que la concentration en AGNE du liquide folliculaire étaient eux 
augmentés significativement (Comin et al. 2002). Bien que les auteurs ne discutent pas du 
lien entre ces observations, on peut se demander si les lipides intra-ovariens ont un impact 
sur la diminution de production d’estradiol par les cellules de la granulosa. À l’inverse, une 
étude in vitro effectuée chez des cellules de la granulosa bovines a démontré que les cellules 
traitées avec une combinaison d’AGNE produisaient plus d’estradiol que celles non traitées 
(Vanholder et al. 2005). En somme, d’autres études, préférablement chez l’humain, sont 
nécessaires afin d’éclaircir l’impact des lipides sur la production d’estradiol par les cellules 








6.4 Impact des lipides du liquide folliculaire sur l’expression et la 
localisation des PKC des cellules de la granulosa 
 
Afin d’évaluer et de comparer l’activation des PKC dans les cellules de la granulosa des 2 
groupes de patientes, les compartiments cytoplasmiques et membranaires ont été isolés puis 
analysés par la méthode d’buvardage de type Western. Comme les PKC activées se 
retrouvent au niveau de la membrane, la séparation des protéines cytosoliques et 
membranaires était une manière adéquate d’évaluer leur activation. À notre connaissance, 
aucune étude dans un modèle humain de cellules de la granulosa n’a investigué les différents 
types d’isoformes des PKC qu’on y retrouve. Afin de cibler ces dernières pour notre projet, 
nous nous sommes basés sur un article publié en 2014, dans lequel les auteurs avaient 
découvert la présence des isoformes α, ε et δ dans les cellules de la granulosa de souris 
(Tepekoy et al. 2014).  
 
Tel que démontré à la figure 11, nous n’avons pas été en mesure de mettre en évidence une 
différence significative quant à l’activation des PKC entre les femmes ayant peu vs beaucoup 
de lipides dans leur liquide folliculaire. Par contre, PKC α semble davantage exprimée au 
niveau de la membrane chez les femmes ayant beaucoup d’AGNE+TG dans leur 
environnement intra-ovarien, mais le manque de puissance explique la non-significativité de 
ces données. Plusieurs facteurs ont pu contribuer à l’obtention de ce résultat. Tout d’abord, 
même si le protocole de séparation des fractions cytosoliques et membranaires avait été mis 
au point dans les cellules KGN avant de débuter les expériences sur les cellules humaines, il 
a malheureusement fallu recommencer les tests dans le modèle humain. De ce fait, plusieurs 
échantillons ont donc servi à mettre au point la méthode de séparation des fractions. Par 
ailleurs, comme le protocole demandait l’utilisation d’un grand nombre de cellules, il n’a pas 
été possible de le réaliser chez les patientes ayant eu peu d’ovules ponctionnés lors de leur 
prélèvement. Aussi, il y avait beaucoup de variabilité dans les résultats obtenus, ce qui rend 
difficile l’obtention de données concluantes quant aux buvardages de type Western qui ont 
été faits pour ce projet. Il aurait été également possible d’évaluer l’activation des PKC en 






mentionné à la section 1.6, cette méthode n’est pas à privilégier pour étudier la forme active 
des PKC, puisque ces protéines peuvent être phosphorylées et se retrouver au cytosol, c’est-
à-dire dans un état inactif. 
 
Comme l’impact des lipides du milieu intra-ovarien sur l’activation des PKC des cellules 
ovariennes humaines n’est pas défini dans la littérature actuelle, nous avions émis 
l’hypothèse qu’un surplus de lipides et leurs métabolites dans le liquide folliculaire peut 
contribuer à activer les PKC des cellules adjacentes à ce milieu, ce qui pourra par la suite 
entraîner des modifications au niveau de la signalisation de l’insuline. En effet, plusieurs 
études réalisées dans d’autres modèles nous amènent à penser que ce pourrait être le cas. 
Entre autre, une expérience a démontré que dans des muscles de rats qui avaient eu une 
infusion de 5h de lipides/héparine, l’expression de PKC θ à la membrane était 3 fois 
supérieure à celle des rats non traités (Griffin et al. 1999). De plus, le groupe expérimental 
avait une diminution de la phosphorylation en tyrosine de la protéine IRS1 et de l’expression 
de PI3K dans leurs cellules musculaires. Des résultats similaires ont également été obtenus 
dans une cohorte d’hommes ayant reçu une infusion de lipides/héparine associée à une clamp 
euglycémique hyperinsulinémique durant 6h. Une biopsie musculaire a permis de démontrer 
que la fraction des PKC β et δ présente à la membrane était supérieure à celle obtenue au 
temps 0, soit avant le début de l’infusion (Itani et al. 2002).  
 
 
6.5 Impact des lipides du liquide folliculaire sur l’expression des 
protéines impliquées dans la signalisation de l’insuline des cellules de la 
granulosa 
 
Suite aux buvardages de type Western, nous n’avons pas pu détecter de différence 
significative entre nos groupes quant à l’expression des protéines suivantes : p-p38, p-JNK 
et p-Akt. Le petit nombre d’échantillons ainsi que la grande variabilité des résultats obtenus 
peuvent contribuer à cette absence de différence. En fait, nous nous attendions à observer 
une augmentation de la phosphorylation de p38 chez les femmes avec des hauts niveaux de 
lipides dans leur liquide folliculaire, puisque cette observation a été décrite dans d’autres 






mM d’oléate avaient une augmentation de p-p38 par rapport aux cellules non traitées (Liu et 
al. 2007). Par ailleurs, la phosphorylation en tyrosine de IRS1 était diminuée tandis que la 
phosphorylation en sérine de cette même protéine était légèrement augmentée dans les 
cellules traitées aux AGNE vs les cellules contrôles. Si nous transposons ces résultats dans 
notre modèle de cellules de la granulosa exposées à une haute concentration de lipides, nous 
pouvons penser que l’augmentation de la phosphorylation de p38 serait associée à une 
augmentation de la phosphorylation en sérine de IRS1, diminuant du même coup la 
signalisation de l’insuline dans les cellules ovariennes.  
 
Concernant une des voies impliquées dans la signalisation de l’insuline, une étude 
intéressante s’est penchée sur l’impact de l’inhibition de la protéine PI3K sur la 
stéroïdogénèse de complexes cumulus-ovocytes bovins in vitro. On peut y voir que l’ ajout 
d’un inhibiteur de PI3K (100 μM de LY294002) dans le milieu de culture durant 24h a 
significativement diminué la production d’estradiol et le ratio estradiol/progestérone des 
complexes traitées ou non à la FSH (De Souza et al. 2018). Comme ce ratio hormonal peut 
être considéré comme un reflet de la bonne fonction des cellules de la granulosa en traduisant 
la conversion des androgènes en estrogènes, nous pouvons donc penser qu’une dysfonction 
de la voie PI3K/Akt pourrait être associée à des moins bonnes issues de fertilité. Par contre, 
cette hypothèse ne concorde pas avec les résultats présentés dans un article publié dans la 
revue Human Reproduction en 2017. En effet, les auteurs ont démontré que les cellules de 
la granulosa des femmes ayant eu une grossesse après une FIV avaient des niveaux diminués 
de transcrits de 11 gènes impliqués dans la voie PI3K/Akt en comparaison avec des femmes 
dont la FIV n’avait pas fonctionné (Artini et al. 2017). Comme cette expérimentation a été 
faite en incluant seulement 16 patientes, d’autres études de ce type sont nécessaires afin de 
mieux comprendre l’implication des modifications des gènes de la voie PI3K/Akt sur les 
issues de fertilité. Par ailleurs, une autre équipe s’est questionnée sur l’activation de la voie 
d’Akt dans des cellules de la granulosa de femmes en surpoids ou obèses et en processus de 
FIV. Leurs résultats montrent une diminution de p-Akt et une augmentation de p-GSK3𝛽, 
une protéine normalement inhibée par Akt, en comparaison avec des cellules de femmes avec 
un IMC entre 18,5-23,9 kg/m2 (Xu et al. 2019). Par contre, comme les cellules de la granulosa 






de l’environnement intra-ovarien potentiellement lipotoxique des femmes en surpoids ou 
obèses soit moins présent lors des analyses d’buvardage de type Western. Dans ce sens, il 
aurait été bien de comparer ce résultat avec des cellules de la granulosa de ces mêmes 
patientes, mais n’ayant pas été mises en culture. Il aurait aussi été possible de comparer les 
données avec des cellules de la granulosa en culture suite à 24h d’exposition à des AGNE.  
 
 
6.6 Forces et limites de l’étude actuelle 
 
Le projet décrit dans ce mémoire se veut la suite d’une étude publiée par un des anciens 
membres du laboratoire (Gervais et al. 2015). Contrairement à celle-ci, des échantillons 
sanguins ont été prélevés chez les participantes, ce qui nous a permis de corréler les dosages 
de liquide folliculaire avec ces derniers quant au niveau de testostérone, d’estradiol, de 
progestérone et de lipides (AGNE + TG). Par ailleurs, nous avons également pu récupérer 
les cellules de la granulosa des participantes suite à leur ponction d’ovules. Comme nous 
n’avons pas mis les cellules en culture, nous pensons que l’effet de l’environnement intra-
ovarien sur l’expression des protéines aurait pu être reflétée dans les analyses protéiques, 
contrairement à si elles avaient été mises en culture. Aussi, un protocole de purification au 
Percoll a été fait afin de séparer les cellules de la granulosa des globules rouges présents dans 
l’échantillon, ce qui a pu éviter de causer des biais dans nos analyses. De plus, le devis de ce 
projet était approprié afin de comparer et corréler les dosages hormonaux et de lipides du 
liquide folliculaire avec de nombreux paramètres, tels les caractéristiques cliniques, les 
dosages d’échantillons sanguins, les analyses protéiques ainsi que les issues de fertilité. La 
survenue de la pandémie à la COVID-19 a aussi rendu impossible la poursuite du 
recrutement dans les mois précédant la rédaction de ce mémoire. 
 
Une des limites de cette étude est définitivement le nombre de participantes recrutées. Au 
début du projet, nous avions établi qu’il serait nécessaire d’inclure 60 patientes pour obtenir 
une puissance de 80%. Par contre, au moment du recrutement, les frais liés à la procédure de 
FIV n’étaient plus remboursés par la Régie de l’assurance maladie du Québec (RAMQ), de 
sorte que peu de procédures de procréation assistée étaient réalisées dans la province. Les 






Aussi, comme le prélèvement de liquide folliculaire est invasif et doit se faire par un 
gynécologue-obstétricien, il n’aurait pas été envisageable de le faire dans un contexte de 
recherche seulement. Une seconde lacune du projet est le nombre d’échantillons qui ont pu 
être analysés par des buvardages de type Western. Comme de nombreux tests ont été 
nécessaires afin de mettre au point la méthode, nous n’avons pas eu assez de matériel pour 
faire les analyses chez toutes les participantes. Une autre limite de ce projet qui a pu affecter 
nos résultats est le délai entre la ponction d’ovules et le traitement des échantillons. En fait, 
comme on avait accès au liquide folliculaire seulement à la fin de la ponction et que celle-ci 
pouvait durer jusqu’à 30 minutes, il est possible que des changements au niveau de la 
phosphorylation de certaines protéines aient pu se produire. Finalement, le choix de la 
méthode de dosage de la testostérone, de l’estradiol et de la progestérone pourrait être un 
point faible du projet. Étant donné le nombre d’échantillons et les coûts associés, nous avons 
choisi de les doser par ELISA et non pas par LC-MS/MS. Ceci rend donc plus ardue la 
comparaison entre nos résultats de dosage et ceux publiés dans la littérature, puisque 









DISCUSSION (PROJET 2) 
 
Afin d’atteindre les objectifs de ce projet, l’impact de 200 μM d’oléate sur la production de 
DHEA a été évaluée chez la lignée cellulaire NCI-H295R. Les cellules exposées à l’oléate 
et à la Fsk avaient une surproduction de DHEA en comparaison avec la condition Fsk. Bien 
que non significatif, un résultat semblable a été obtenu chez les cellules surrénaliennes 
humaines provenant d’individus de moins de 50 ans, tandis qu’il n’y avait pas de différence 
chez ceux plus âgés. Par ailleurs, l’expression protéique de la P450c17 ainsi que l’expression 
génique de CYP17A1 n’étaient pas significativement augmentées dans les cellules exposées 
aux AGNE dans ces 2 modèles. De manière intéressante, nous avons pu démontrer que 
l’expression des gènes CYB5A et CYPOR, tous deux cofacteurs de la P450c17, était 
supérieure chez les cellules NCI-H295R traitées à l’oléate et à la Fsk. Finalement, les 
buvardages de type Western de la protéine ERK1/2 phosphorylée et totale nous ont permis 
d’évaluer l’impact de 200 μM d’oléate sur cette dernière. Chez les NCI-H295R, les cellules 
en présence d’AGNE et de Fsk avaient une diminution de la protéine ERK1/2 activée par 
rapport à celles traitées à la Fsk. Comme il en sera question dans la section 7.3 ci-dessous, 
ce résultat n’a pu être reproduit dans le modèle de cellules surrénaliennes humaines, même 
après avoir séparé les donneurs selon leur âge.  
 
7.1 Effet de l’oléate sur la production de DHEA 
 
Comme résumé plus tôt, les résultats issus de nos 2 modèles d’étude ont démontré que la 
synthèse de DHEA était augmentée chez les cellules exposées à l’oléate durant une période 
de 48 h. Les données présentées dans ce projet sont en accord avec celles publiées dans un 
article de notre laboratoire, dans lequel il a été démontré que les cellules surrénaliennes 
bovines en culture primaire avaient une production de DHEA augmentée suite à un 
traitement de 48 h à la Fsk et à 100 μM de palmitate, qui est un AGNE provoquant plus 







Dans un même ordre d’idée, une étude visant à évaluer l’impact in vivo des AGNE sur la 
production d’androgènes surrénaliens a été faite dans une cohorte exclusivement composée 
d’hommes, afin d’éviter un biais potentiel causé par la production ovarienne d’androgènes. 
Les auteurs ont démontré que les individus exposés à une infusion de lipides/héparine durant 
6 h avaient une production augmentée de DHEA en comparaison avec ceux recevant une 
infusion de solution saline/héparine 0,9% (Mai et al. 2006). Par ailleurs, ce devis 
d’expérience a été repris par le même groupe de chercheurs pour étudier à nouveau l’impact 
des AGNE sur l’androgénèse, mais dans une cohorte de 12 femmes non ménopausées. Les 
participantes recevant une infusion de lipides/héparine avaient également une production de 
DHEA augmentée par rapport à aux femmes revenant l’infusion de saline/héparine (Mai et 
al. 2008). De ce fait, nous pouvons conclure que dans notre modèle de cellules surrénaliennes 
en culture primaire, le sexe des individus n’est pas un facteur confondant, puisque des 
résultats in vivo similaires ont été obtenus dans les études présentées dans cette section.  
 
De plus, une des forces de notre étude était la comparaison de l’androgénèse entre nos 2 
modèles cellulaire. En fait, nous avons constaté que l’augmentation de la production de 
DHEA chez les cellules NCI-H295R et les cellules surrénaliennes des donneurs de moins de 
50 ans exposées à 200 μM d’oléate était assez similaire dans notre étude (149,1% ± 10,32% 
vs 141,6% ± 23,09%). Cette observation nous confirme que la lignée cellulaire est un modèle 
approprié pour l’étude de la stéroidogénèse surrénalienne, ce qui est rassurant puisque l’accès 
aux glandes surrénales humaines pour les projets de recherche est assez limitée. Finalement, 
nous n’avons pas été étonné d’observer l’absence d’effet de l’oléate chez les cellules 
surrénaliennes des donneurs âgés de plus de 50 ans. Comme mentionné lors de la 
présentation des résultats, il est connu que la production d’androgènes diminue avec l’âge. 
Dans ce sens, il est plausible que l’augmentation du DHEA induite par les AGNE et la 
lipotoxicité ne puisse être reproduite dans ce modèle d’individus plus âgés, puisque les 










7.2 Effet de l’oléate sur l’expression de la P450c17, de ses cofacteurs 
cytochrome b5 et POR ainsi que sur la 3β-HSD  
 
Pour mieux comprendre par quels mécanismes l’oléate cause une augmentation de la 
synthèse de DHEA dans nos cellules surrénaliennes immortalisées et de culture primaire, 
nous avons évalué par buvardage de type Western l’expression protéique de la P450c17 ainsi 
que l’expression de son gène CYP17A1 par RT-PCR chez les NCI-H295R. Dans ces cellules, 
l’expression protéique de la P450c17 était augmentée de manière non significative chez les 
cellules exposées à l’oléate et à la Fsk. Par contre, dans le modèle de cellules surrénaliennes 
en culture primaire, nous n’avons pas vu de différence quant à l’expression de cette enzyme, 
même après avoir séparé les donneurs selon leur âge. De plus, le gène CYP17A1 était 
exprimé de manière semblable entre les cellules traitées à l’oléate et à la Fsk vs celles 
exposées à la Fsk seulement.  
 
Les données obtenues chez les NCI-H295R reflètent les résultats publiés dans un modèle de 
cellules surrénaliennes bovines en culture, dans lequel un traitement au palmitate et à la Fsk 
causait une augmentation non significative (148,3% ± 22. P = 0,08) de l’expression 
protéique de la P450c17 (Bellanger et al. 2012). Des changements au niveau de cette enzyme 
clé de la stéroidogénèse et de ses cofacteurs pourraient donc expliquer la surproduction 
d’androgènes qui caractérise souvent les femmes SOPK. Quelques auteurs se sont penchés 
sur l’étude des mécanismes impliqués dans l’hyperandrogénisme et des observations 
intéressantes ont pu être faites à ce sujet. En réalisant des analyses de RT-PCR dans des 
cellules thécales provenant de femmes SOPK, des chercheurs ont découvert que le gène 
CYP17A1 y était surexprimé en comparaison avec les cellules ovariennes de femmes 
normales (Wickenheisser et al. 2005). Toujours dans cette étude, il a été démontré que la 
demi-vie de l’ARNm du gène CYP17A1 était 2 fois plus longue dans les cellules thécales de 
femmes SOPK vs celles des femmes normales, ce qui pourrait selon les auteurs contribuer à 
augmenter la production d’androgènes.  
 
Outre l’expression protéique ou génique de la P450c17, des changements au niveau des 






femmes SOPK. Dans ce présent projet, nous avons démontré que l’expression des gènes 
CYB5A ainsi que CYPOR était augmentée chez les cellules NCI-H295R traitées à 200 μM 
d’oléate et à la Fsk durant 48 h. Pour cette partie du projet, nous avons procédé à du RT-PCR 
et non à des analyses protéiques par buvardage de type Western, puisque ces protéines 
n’étaient que très faiblement mises en évidence par cette technique dans notre modèle 
cellulaire. Même si à notre connaissance, il n’existe pas d’étude dans la littérature à propos 
des liens entre la lipotoxicité, l’hyperandrogénisme ainsi que l’expression des cofacteurs 
cytochrome b5 et POR, nous pouvons dire que les résultats obtenus pour cette partie du projet 
correspondent à ceux attendus, puisqu’il est connu qu’une augmentation de ces cofacteurs 
peuvent mener à une augmentation de la production d’androgènes, comme ce qui est vu chez 
les femmes SOPK. Par ailleurs, comme mentionné dans l’introduction, la production 
d’androgènes peut également être augmentée par la phosphorylation en sérine de la P450c17 
(Zhang et al. 1995). Il aurait été intéressant d’évaluer cet aspect dans notre modèle de cellules 
NCI-H295R exposées à l’oléate afin d’avoir un portrait complet de l’expression de la 
protéine P450c17 et de ses activateurs. À ce sujet, notre laboratoire a avancé l’hypothèse que 
les AGNE pourraient être responsables de la phosphorylation en sérine de l’enzyme 
P450c17, causant une augmentation de la production d’androgènes chez les femmes SOPK 
(Baptiste et al. 2010).  
 
Les résultats issus de mon projet de maîtrise démontrent également une diminution non 
significative de l’expression du gène HSD3B2, codant pour l’enzyme 3β-HSD qui est 
responsable de la transformation de la pregnenolone en progestérone et du DHEA en 
androstènedione, dans les cellules NCI-H295R exposées à l’oléate et à la Fsk (Figure 24. 
86,7% ± 4,90% vs 100%. P = 0,078). Un autre groupe de recherche s’est intéressée à 
l’expression de ce même gène dans un modèle de rates exposées à du DHT durant 12 
semaines afin de mimer l’environnement hyperandrogénique retrouvé chez les femmes 
SOPK. Les auteurs ont découvert que l’expression du gène codant pour la 3β-HSD murine 
était diminuée dans les cellules isolées du cortex ovarien des rates DHT par rapport aux rates 
contrôle (Salilew-Wondim et al. 2015). Dans ce sens, il semble que des anomalies au niveau 
de l’expression de ce gène soit impliquées dans la pathogénèse du SOPK. De plus, des 






inhiber de manière compétitive la 3β-HSD (Thomas et al. 2015). Ceci pourrait donc agir 
comme mécanisme de régulation afin de diminuer l’hyperproduction d’androgènes par les 
cellules surrénaliennes chez les femmes SOPK.  
 
7.3 Effet de l’oléate sur la phosphorylation de ERK1/2 
 
Pour évaluer si l’activation de la voie de ERK est affectée par le traitement de 48 h à l’oléate, 
des buvardages de type Western ont été faits à partir des extraits protéiques des NCI-H295R 
et des cellules surrénaliennes humaines. Nos résultats ont démontré que la phosphorylation 
de ERK1/2 était significativement diminuée chez les NCI-H295R traitées à l’oléate et à la 
Fsk en comparaison avec la condition Fsk. À cause de l’importante variabilité des données 
obtenues et du plus petit nombre d’échantillons analysés dans les cellules surrénaliennes 
humaines, nous n’avons pu transposer ce résultat significatif dans ce modèle, même après 
avoir séparé les donneurs d’organes selon leur âge (inférieur ou supérieur à 50 ans).  
 
Il est intéressant de noter que la diminution de l’activation de ERK1/2 observée chez les 
NCI-H295R traitées à l’oléate a également été objectivée par notre laboratoire dans un 
modèle de cellules surrénaliennes bovines cultivée en présence de palmitate (Bellanger et al. 
2012). Cette diminution de l’activation de ERK1/2 pourrait être expliquée notamment par la 
résistance à l’insuline induite par la lipotoxicité, selon les mécanismes décrits dans 
l’introduction à la section 1.5.2. Dans un même ordre d’idée, il est aussi connu que les 
cellules thécales des femmes SOPK ont une diminution de 50% de la protéine ERK1/2 
activée en comparaison avec les femmes normales et que ceci serait corrélé avec la 
production de l’androgène DHEA, indépendamment de la présence d’insuline dans le milieu 
de culture (Nelson-Degrave et al. 2005). Par ailleurs, cette étude a également démontré que 
les cellules thécales en présence d’un inhibiteur de la voie de ERK, le PD98059, avaient des 
niveaux augmentés du gène CYP17A1 mesurés par RT-PCR. En somme, nos résultats quant 
à la phosphorylation de ERK1/2 chez les NCI-H295R reflètent ce qui a préalablement été 
décrit dans la littérature et tendent à confirmer l’implication de dérèglements au niveau de la 










Le SOPK est un trouble d’ordre endocrinien très présent chez les femmes en âge de procréer 
et qui est principalement caractérisé par la dysfonction ovarienne, le risque augmenté de 
développer un diabète de type 2 ou de la résistance à l’insuline, ainsi que par 
l’hyperandrogénisme. Les données publiées dans la littérature ont amené mon laboratoire à 
poser l’hypothèse que la lipotoxicité pourrait potentiellement expliquer les caractéristiques 
cliniques de ce syndrome. Dans ce sens, les objectifs des projets présentés dans ce mémoire 
étaient d’étudier l’impact de la lipotoxicité sur la stéroidogénèse et sur l’activation des 
médiateurs de la signalisation de l’insuline dans les 2 principaux organes producteurs 
d’androgènes chez la femme, soit l’ovaire et la glande surrénale.  
 
Pour le premier projet, des femmes en processus de FIV ont été recrutées et séparées en 2 
groupes selon le niveau de lipides (AGNE + TG) contenu dans leur liquide folliculaire. Nous 
n’avons pas remarqué de différences statistiquement significatives quant aux mesures 
anthropométriques, aux caractéristiques cliniques ainsi qu’aux issues de fertilité entre les 
participantes ayant peu (< 50e percentile) vs beaucoup (≥ 50e percentile) de lipides dans leur 
liquide folliculaire. Par contre, il est important de mentionner que les femmes avec des gras 
folliculaires ≥ 50e percentile étaient plus âgées et avaient un plus grand tour de taille. De 
plus, les femmes avec des taux élevés d’AGNE + TG dans leur environnement intra-ovarien 
avaient plus de testostérone et un ratio estradiol/progestérone augmenté dans leur liquide 
folliculaire. Par ailleurs, nous n’avons pas été en mesure de démontrer une différence 
significative entre les groupes quant à l’activation des PKC α, ε, δ, d’Akt, de JNK et de p38 
suite à des expériences d’buvardages de type Western. Nous avons tout de même remarqué 
que chez les femmes avec beaucoup de lipides dans leur liquide folliculaire, l’expression de 
PKC α à la membrane semblait supérieure à celle chez les femmes avec peu d’AGNE+TG.  
 
Quant au second projet, une lignée de cellules surrénaliennes humaines, les NCI-H295R, ont 
été mises en culture et simulées durant 48 h à la Fsk, en la présence ou en l’absence de 200 






avaient une production de DHEA augmentée de 49,1% par rapport à celles non exposées. De 
plus, la phosphorylation de ERK était diminuée dans la condition expérimentale, tandis que 
nous n’avons pas pu démontrer de différence significative entre les groupes quant à 
l’expression de l’enzyme P450c17. Chez les NCI-H295R, nous avons aussi étudié 
l’expression génique par RT-PCR de gènes impliqués dans l’androgénèse chez les cellules 
exposées ou non à l’oléate et nous n’avons pas remarqué de différence significative 
concernant l’expression génique de CYP17A1 et de HSD3B2. De manière intéressante, 
l’expression des cofacteurs de la P450c17 était significativement augmentée chez les cellules 
stimulées à la Fsk et exposées à 200 μM d’oléate.  
 
Dans ce second volet de ma maitrise, nous avons également répété ces expérimentations chez 
des cellules surrénaliennes en culture primaire que nous avons isolées à partir de glandes 
surrénales provenant de donneurs d’organes. Puisque la capacité de produire des androgènes 
diminue avec l’âge, nous avons séparé les individus selon s’ils avaient moins ou plus de 50 
ans au moment de leur décès. Chez les gens de moins de 50 ans, la production de DHEA des 
cellules surrénaliennes exposées à la Fsk et à l’oléate était augmentée de manière presque 
significative par rapport aux cellules exposées à la Fsk seulement, et à un % d’augmentation 
similaire que dans les cellules NCI-H295R, tandis qu’il n’y avait pas de différence entre les 
groupes chez les cellules d’individus de plus de 50 ans. Concernant l’activation de la voie de 
ERK1/2 et l’expression protéique de la P450c17, nous n’avons pu démontrer de différence 
significative entre les cellules cultivées ou non dans un milieu lipotoxique, et ce même après 
avoir séparé les individus selon leur âge.  
 
En somme, les résultats obtenus dans le cadre de ma maîtrise tendent à confirmer le rôle des 
lipides dans la production des hormones sexuelles provenant de l’ovaire et de la glande 
surrénale. Même si les mécanismes sous-jacents restent à être investigués davantage, ceux-
ci pourraient inclure une suractivation des cofacteurs de la P450c17, le cytochrome b5 et 
POR, par les AGNE et leurs métabolites ou encore par leur capacité à altérer la signalisation 









Dans l’avenir, il est certain qu’il serait intéressant de recruter un plus grand nombre de 
femmes en processus de FIV afin d’augmenter la puissance de nos analyses statistiques. Cet 
aspect du projet serait facilité par le retour du remboursement des frais liés à la procréation 
assistée par la RAMQ. Il serait également pertinent de doser dans les échantillons récoltés 
les DAG et les céramides, 2 métabolites des AGNE, pour les comparer entre les 2 groupes 
de participantes et les corréler avec les résultats de dosages hormonaux obtenus, telle la 
testostérone, l’estradiol et la progestérone. Par ailleurs, compte tenu de la nécessité d’obtenir 
un grand nombre de cellules de la granulosa pour les expériences de séparation des fractions 
cellulaires et d’buvardages de type Western, nous aimerions aussi réaliser des 
expérimentations dans une lignée cellulaire de cellules de la granulosa, soit les KGN. Dans 
ce modèle, il serait intéressant d’étudier les effets de plusieurs concentrations d’AGNE + TG 
sur les paramètres suivants : l’expression de l’enzyme aromatase, la phosphorylation en 
sérine de IRS-1 et l’expression d’autres isoformes des PKC.  
 
Dans nos modèles de cellules surrénaliennes, nous voudrions analyser par 
immunoprécipitation et buvardage de type Western, la phosphorylation en sérine de la 
P450c17 ainsi que son activité enzymatique suite à un traitement à l’oléate, puisque celle-ci 
est connue pour augmenter l’activité de l’enzyme. Finalement, nous aimerions répéter les 
expérimentations faites chez les NCI-H295R dans notre modèle de cellules surrénaliennes 
humaines en culture primaire, comme l’étude de l’expression des cofacteurs de la P450c17, 
cytochrome b5 et POR, ainsi que de l’expression génique de CYP17A1 et de HSD3B2. Ceci 
permettrait de s’assurer que les résultats obtenus chez les NCI-H295R sont similaires aux 
données des cellules surrénaliennes que nous avons isolées, ce qui confirmerait que cette 












Figure 31 : Diagramme de points sur l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la production de 
DHEA chez des cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. Le DHEA 
dans le milieu de culture a été dosé par ELISA et corrigé par la quantité de protéines. Les 
résultats de 17 expériences sont présentés en moyenne de % d’augmentation par rapport à la 













Figure 32 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur 
l’expression de la P450c17 chez des cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. L’expression 
de la P450c17 a été corrigée par la quantité de protéines totales sur la membrane d’buvardage 
de type Western obtenu par Ponceau S. Les résultats de 16 expériences sont présentés en 





Figure 33 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la 
phosphorylation de ERK1/2 chez des cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. La 
phosphorylation de ERK1/2 a été corrigée par l’expression de ERK1/2 total obtenu par 
buvardage de type Western. Les résultats de 20 expériences sont présentés en moyenne de 







Figure 34 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la 
transcription de CYP17A1 et de HSD3B2 chez des cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. L’ARNm a 
été extrait et du RT-PCR a été fait afin d’évaluer l’expression génique des gènes A) 
CYP17A1 et B) HSD3B2. Les résultats de 7 expériences sont présentés en moyenne de % 





Figure 35 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la 
transcription de CYB5A et de POR chez des cellules NCI-H295R traitées à la Fsk 
Les cellules ont été stimulées durant 48 h à 10 μM de Fsk avec ou sans oléate. L’ARNm a 
été extrait et du RT-PCR a été fait afin d’évaluer l’expression génique des cofacteurs de la 
P450c17 A) CYB5A et B) CYPOR. Les résultats de 7 expériences sont présentés en moyenne 








Figure 36 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la 
production de DHEA chez des cellules surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. Le DHEA dans le milieu de culture a été dosé par ELISA et 
corrigé par la quantité de protéines. Les résultats de 14 glandes surrénales sont présentés en 





Figure 37 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la 
production de DHEA chez des cellules surrénaliennes humaines traitées à la Fsk et 
provenant de patients âgés de moins vs plus de 50 ans 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. Le DHEA dans le milieu de culture a été dosé par ELISA et 
corrigé par la quantité de protéines. Les résultats chez A) les individus de moins de 50 ans 
(n = 5) et B) les individus de plus de 50 ans (n = 8) sont présentés en moyenne de % 







Figure 38 : Diagramme de points sur l’ effet de 200 𝝁M d’oléate sur l’expression de la 
P450c17 chez des cellules surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. L’expression de la P450c17 a été corrigée par la quantité de 
protéines totales sur la membrane d’buvardage de type Western obtenu par Ponceau S. Les 
résultats de 12 glandes surrénales sont présentés en moyenne de % d’augmentation par 





Figure 39 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur 
l’expression de la P450c17 chez des cellules surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
et provenant de patients âgés de moins vs plus de 50 ans 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. L’expression de la P450c17 a été corrigée par la quantité de 
protéines totales sur la membrane d’buvardage de type Western obtenu par Ponceau S. . Les 
résultats chez A) les individus de moins de 50 ans (n = 5) et B) les individus de plus de 50 









Figure 40 : Diagramme de points représentant l’effet de 200 𝝁M d’oléate sur la 
phosphorylation de ERK1/2 chez des cellules surrénaliennes humaines traitées à la Fsk 
Les cellules surrénaliennes issues d’une culture primaire ont été stimulées durant 48 h à 10 
μM de Fsk avec ou sans oléate. La phosphorylation de ERK1/2 a été corrigée par l’expression 
de ERK1/2 total obtenu par buvardage de type Western. Les résultats de 10 glandes 
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